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Neue pflanzliche Acyltransferasen spezifisch fur langkettige mehrfach 
ungesattigte Fettsauren 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von langkettigen 
mehrfach ungesattigten Fettsauren in einem Organismus, indem Nukleinsauren in 
den Organismus eingebracht werden, die fOr Polypeptide mit Acyltransferaseaktivitat 
codieren. Vorteilhaft kQnnen diese Nukleinsauresequenzen gegebenenfalls zusammen 
mit weiteren Nukleinsauresequenzen, die fur Polypeptide der Biosynthese des Fett- 
sSure- oder Upidstoffwechels codieren, in dem Organismus exprimiert werden. Weiter- 
hin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Olen und/oder Triacyl- 
glyceriden mit einem erhShten Gehalt an langkettigen mehrfach ungesattigten Fett- 
sauren. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Nukleinsauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte, 
Vektoren und Organismen enthattend die erfindungsgemaSen Nukleinsaure- 
sequenzen, Vektoren enthaltend die Nukleinsauresequenzen und/oder die Nuklein- 
saurekonstrukte sowie transgene Organismen enthalten die vorgenannten Nuklein- 
sauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte und/oder Vektoren. 

Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsauren hergestellt nach 
dem erfindungsgemaBen Verfahren und deren Verwendung. 

Fettsauren und Triacylglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen in der Lebens- 
mittelindustrie, der Tierernahrung, der Kosmetik und im Pharmabereich. Je nachdem, 
ob es sich urn freie gesattigte und ungesattigte Fettsauren oder urn Triacylglyceride mit 
einem erhShten Gehalt an gesattigten oder ungesattigten Fettsauren handelt, sind sie 
fur die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet. Mehrfach ungesattigte ui-3-Fett- 
sauren und to-6-Fettsauren stellen dabei einen wichtigen Bestandteil der tierischen 
und menschlichen Nahrung dar. Aufgrund der heute Qblichen Zusammensetzung der 
menschlichen Nahrung ist ein Zusatz von mehrfach ungesattigten a)-3-Fettsauren, 
die bevorzugt in Fischolen vorkommen, zur Nahrung besonders wichtig. So werden 
beispielsweise mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Docosahexaensaure (= DHA 
C22:6 4 - -ww*) oder Eisosapentaensaure (= EPA, C20:5 A5A11 - 14 « 17 ) Babynahrung zur 
Erhohung des Nahrwertes zugesetzt. Der ungesattigten Fettsaure DHA wird dabei ein 
positiver Effekt auf die Entwicklung des Gehirns zugeschrieben. 

Im folgenden werden mehrfach ungesattigte Fettsauren als PUFA, PUFAs, LCPUFA 
oder LCPUFAs bezeichnet (ably unsaturated fatty acids, PUFA . mehrfach'ungesattigte 
Fettsauren;Jong chain fioly unsaturated ^tty acids, LCPUFA. langkettige mehrfach 
ungesattigte Fettsauren). 

Hauptsachlich werden die verschiedenen Fettsauren. und Triglyceride aus Mikro- 
organismen wie Mortierella oder Schizochytrium oder aus Ol-produzierenden Pflanzen 
wie Soja, Raps, Algen wie Crypthecodinium oder Phaeodactylum und weiteren 
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~r^^^ 

werden. Die ftelen Fettsauren Sen h t T ** 16 Hschen 9 ewon ™" 

Hbhe* mehrfach un**^^^ n ^^^ e ~^ ,m * m " L 

edits: ek^se^;* Raps 80 rsss^ 

sind Heche wie Herin 9 . Ilcta S^i™ f ! QU8 " en ,0r *» Fe ^n 

Makreie, Zander c* Tll^SE^^^* 1 * K ™ Pfen ' 

spezlell mehrfach unsesaZe? fXTu^S "* ""f^ 1 "^" Fettsauren 
cu-3-Fetteauren wird dabeXLS^ SZ^'? ,n mehrfacn "•W^en 
damft auf die Mogllchkeit Z mSSL He™* Ch ° ,estertn ^' »» «ut und 
Zugabe dieser m-3-Fettsauren zuTEELSE^S^^ zu 0 esc * 1r *aben« Durch 
eines Schlaganfalls Oder vo SZt^ ^ »""*»"*«•* 
Moh. epeael. ohroniaoh JSSS^^^Sl^ 
Erkrankungenwie rheumatroIderArlhi«fai»l.^^ Rahmen immunoloaischer 
beeinflussen. Sie werden oSSfZZZT? ?"* , * MW *««> Poaitiv 
zugegeben oderflndenTn Me^e^Trll SPeZ,e " diWi8Chen '*«■"■* 
saure haben bei dlesen rt«umSSSf^T °' u * Fetts « ure " **> Arachidon- 
----^n^nse^^^^^^^ 

Araohidonsaure und derSa^Z^ J™ Dlh °™-y»nolensaura, der 
trlenen, die sich vj £ Thromoxanen und Leuko- 
nolde (sog. PG^Serie), die aus ^F^T^ a ^S Pe ^ ensau ' e «**»- B«m, 
Enteundungsreaidionen. wahrenS eZS2XT?1 ^ W *' Reoe * 
gannge oder keine •tthdUn B -B B | W J£^ h £^> aus «•«*■*■«, 

EKESSrSSSE £T *K an Aneaizen 

for die Heratellung von OtoTZSZJ^Z n ^"yceriden bateiligt alnd, 
an ungeeaHgten FettsauSn ^^TZ^T""" "* Qahalt 
salnem US^quivalent elreATrSt . ' S ° wW ln WO 91/1397 2 ""d 
AH 5 ^eaa^seinXr^ 1 =^^?^ e,>en - ' n WO 93/1 1 245 wird eine 
Daeaturaaen werten beispitewe se T ^^S^ST Woltere 
WO 97/21340, WO 95/18222^-^ Sltn "»J« WO *"»«37. WO 97/30582, 
1990: 20144-20149, Wada e aT NaSre^'oS T5£ J ' Bio1 ' Chem - 26s . 
Upkfa 34, 1999: $49-659 ibT n.f w 200-203 oder Huan 9 «' 

ech,edenen Deaa^^^^^'^ O^r^rung der've, 

membrangebundane Protelne nuTseT^l?" erf ° l9, • da die ***** 

« (-eon e, a, Melhode In i^XST^SKS^ 
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membL 8 ^*' 'n"* 777 ~ 792) ' Re 9 e, erf <>'gt * Charakterisierung 
membrangebundener Desaturasen durch Einbringung in einen geeigneten Oraanis- 

sTcht 6nd . ^ En2ymaktMtat mrtte,s Edukt- und ProduSjselter- 

sucht wird. A-6-Desaturasen warden in WO 93/06712, US 5 614 393 us 5 ria <vn 

transgenen Organismen besihrieben wie in WO 98/46763 
WO 98/46764, WO 9846765. Dabei wird auch die Expression verscwS Desa- 
turasen wre ,n WO 99/6461 6 Oder WO 98/46776 und Badung polyungSaZer^tt- 
sauren besohrieben und beansprucht Bzgl. der Effektivitat der SS, 

S TT k = "* * BlldUnS P^S^ter FettsTe^an^ 
££££ £E ^f^' 88810 " *»■ einzelnen Deaaturase wie bisher besohrieben 
ledighcb gennge Gehalte an ungesattigten FettsSufen/Uplden wie z.B. y-Unolensaure 

u>-3- una w-6-Fettsauren erhalten. 

Besonders geeignete Mikroorganismen zur Herstellung von PUFAs sind Mikro- 
organismen w.e Mikroalgen wie Phaeodactylum tricornutum, Porphoridium-Arten 
Thraustochytnen-Arten, Schizochytrien-Arten Oder Crypthecodinium-Arten Cten 

a oder c L? idjum ' Pf,ze > ^ ^erella^ 

Chen ^ Rnl™ 6 PhySC ° mitre,,a ' Ceratodon Und Marchantia (R. Vazhappilly & F. 
522? ll f ) ° ten,Ca Manna 41 : 553 - 558: K - Totan »' & K. Oba (1987) Upids 22- 1060- 
1062; M Akimoto et al. (1998) Appl. Biochemistry and Biotechnology 7S9 ^ 
Durch Stammseiektion ist eine Anzahl von Mutantenstammen der entsprechenden * 

^SSSST^J^^ W ° rden ' dfe eine Relhe ^nschenswerter v£2£n 
e,nschl,eBI,ch PUFAs, produzieren. Die Mutation und Selektion von Stammen mrt 

Fb^uTL T^° n 6lneS bSStimmten Mo,ek0,s wie *" mehrfaoh ungesaffigten 
weTimrJf™ 2 f ra f ^ Und schwie "^ Verfahren. Deshalb werden, 
Z Hii h 9 W ' e ° ben beschr feben gentechnoiogische Verfahren bevorzugt 
Mrt H.lfe der vorgenannten Mikroorganismen lassen sich jedoch nur begrenzte Mengen 
der gewunschten mehrfach ungesattigten Fettsauren wie DPA EPA Oder ARA her 
ste.len. Wobei diese in der Rege.je nach verwendeten Mikro^gan^ 
gemische aus beispielsweise EPA, DPA und DHA anfallen. ^ttsaure 

?!fJH ynthe H Se T, LCPUFAS UOd der Bnbau von LCPUFA * ^ Membranen oder 
TnacylglycendeerfoigtOberverschiedeneStoffwechselwege(A Abbadietai ?2f*m 
Europear .Journal of Upid Science & Technology 103:1 Tuit^tn^ 
V,bno und M,kroaigen wie Schizochytrium wird Malonyl-CoA Goer eineTcPUFX 
produz,erende Polyketidsynthase zu LCPUFAs umgesetzt (J.G. Metz et aiteOOl) 
Science 293: 290-293; WO 00/421 95; WO 98/27203; WO 98/55625? In Mikroalgen wie 
Phaeodactylum und Moosen wie Physcomitrella werden ungesattigte FettZS ^e 
Unoisaure oder Linolensaure in Form ihrer Acyl-CoAs in mehrere "dJS%£? 
und Elongat,onsschntten zu LCPUFAs umgesetzt (T.K. Zank et al. (2000) Biochemical 

Tr^^***""*™* 8 - ^ E — sschr^ten eine KettenverkOrzung 
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LCPUFAs hegen in Mikroorganismen und nlederen Pflanzen entweder ausschlieBlich 
in Form von Membranlipiden vor, wie bei Physcomitrella und Phaeodactylum, Oder sie 
sind in Membranlipiden und Triacylglyceriden vorhanden, wie bei Schizochytrium und 
Mortierella. Der Einbau von LCPUFAs in Lipide und Ole wird durch verschiedene Acyl- 
transferasen und Transacylasen katalysiert. Diese Enzyme sind bereits bekannt fur 
den Einbau von gesattigten und ungesattigten Fettsauren [A.R. Slabas (2001) J Plant 
Physiology 158: 505-513; M. Frentzen (1998) Fetl/Lipid 100: 161-166); S. Cases et al 
(1998) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95: 13018-13023]. Bei den Acyltransferasen handelt 
sich urn Enzyme des sogenannten Kennedy-Pathways, die an der cytoplasmatischen 
Seite des Membransystems des Endoplasmatischen Reticulums, nachfolgend als 
,ER« bezeichnet, lokalisiert sind. Experimentell kdnnen Membranen des ER als soge- 
nannte .mikrosomale Fraktionen' aus verschiedenen Organismen isoliert werden 
[D.S. Knutzon et al. (1995) Plant Physiology 109: 999-1006; S. Mishra & Y Kamisaka 
(2001) Biochemistry 355: 315-322; US 5968791]. Diese ER-gebundenen Acyltrans- 
ferasen in dermikrosomalen Fraktion verwenden Acyl-CoA als aktivierte Form der 
Fettsauren. Glycerin-3-phosphat Acyltransferase. im folgenden GPAT genannt, kata- 
lysiert den Einbau von Acylgruppen an der sn-1 Position von Glycerin-3-phosphat 
l-Acylglycerin-3-phosphat Acyltransferase (EC. 2.3.1.51), auch Lysophosphatidsaure 
Acyltransferase, im folgenden LPAAT genannt, katalysiert den Einbau von Acylgruppen 
an der sn-2 Position von Lysophosphatidsaure, nachfolgend als LPA abgekQrzt. Nach 
Dephosphorylierung von Phosphatidsaure durch Phosphatidsaure Phosphatase kata- 
lysiert Diacylglycerin Acyltransferase, im folgenden DAGAT genannt, den Einbau von 
Acylgruppen an der sn-3 Position von Diacylglycerins. Neben diesen Kennedy Pathway 
Enzymen sind weitere Enzyme am Einbau von Fettsauren in Triacylglyceride beteiligt 
die Acylgruppen aus Membranlipiden in Triacylglyceride einbauen konnen. Phospho- ' 
lipid Diacylglycerin Acyltransferase, nachfolgend PDAT genannt und Lysophosphatidyl- 
cholm Acyltransferase, nachfolgend LPCAT genannt. Auch andere Enzyme wie Leci- 
thin Cholesterin Acyltransferase (LCAT) konnen am Transfer von Acylgruppen aus 
Membranlipiden in Triacylglyceride beteiligt sein. 

In WO 98/54302 wird von Tjoelker et al. eine humane Lysophosphatidsaure Acyltrans- 
ferase offenbart sowie ihre m6gliche Verwendung zur Therapie von Krankheiten, als 
diagnostisches Agens sowie eine Methode zur Identrfizierung von Modulatoren der 
humanen LPAAT. Von Leung et al. werden in WO 98/54303 Sauger Lysophosphatid- 
saure Acyltransferasen beschrieben. Weiterhin offenbaren Leung et al. ein Verfahren 
zum Screening von pharmazeutischen Verbindungen fOr die Anwendung beispiels- 
weise bei der Behahdlung von Entzundungen. 

Weiterhin sind in der Literatur und Patenten eine Vielzahl von Acyltransferasen mit 
den verschiedensten enzymatischen Funktionen beschrieben worden, so werden z.B 
in WO 98/55632 und WO 93/10241 Fettsaure-Alkohol-Acyltransferasen beschrieben, 
die an der Wachssynthese beteiligt sind. In WO 98/55631 wird eine DAGAT (Diacyl- 
glycerin Acyltransferase) aus Mortierella ramanniana beschrieben sowie eine aus 
Jojoba stammende Wachssynthase, die auch DAGAT-Aktivitat hat Slabas et al 
(WO 94/13814) offenbart eine membrangebundene sn2-spezifische Acyltransferase 
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die eine andere Selektivitat beim Einbau von einfach ungesattjgter Erukasaure fOr die 

JSSSHS! 1 *. T d S ° 10 RapS elne erh6hte Ausbeute ™ Erukasaure ermdgllcht. In 
WO 96/24674 wird ein entsprechendes Enzym bzw. Gen aus Limnanthes douglasi. 
beschneben. Davies et al. beschreiben in WO 95/27791 LPAATs, die spezifisch fOr 
5 mittellange Fettsauren sind und diese in die sn2-Position von Triglyceriden einbauen. 
Wertere neue pflanzliche Acyltransferasesequenzen, die Ober Homologievergleiche mit 
^ fl n fl a "f WenUichen Datenbanken gefunden wurden, werden von Lassner et al. 
(WO 00/18889) beschneben. Angaben Ober die spezifische Funktion dieser Acyltrans- 

m wn S Zirf f biochemische Daten zu den entsprechenden Enzymen sind 
10 WO 00/1 8889 nichtzu entnehmen. 

Die enzymatische Aktivitat einer LPCAT wurde erstmals in Ratten beschrieben [Land 
(1960) Journal of Biological Chemistry 235: 2233-2237]. In Pflanzen existiert eine 
plastidare Isoform der LPCAT [Akermoun et al. (2000) Biochemical Society Trans- 

f^Z S ^ 8: 1 13 ' 7151 SOWle eine ER 9 ebunde ™ 'soform [Tumaney und Rajasekharan 
(1999) Biochimica et Biophysica Acta 1439: 47-56; Fraser und Stobart, Biochemical 
Society Transactions (2000) 28: 715-7718]. LPCAT ist in Tieren wie auch in Pflanzen 
an der B.osynthese und der Transacylierung von mehrfach ungesattigten Fettsauren 

^ mne Und St0bart (1984) Bi0chem - J ' 223: 305 -3 14 J st vmne "nd Stobart 
(1987) in The Biochemistry of Plants: a Comprehensive Treatise', Vol 9 (Stumpf P K. 
ed.) pp. 175-214, Academic Press, New York]. Eine wichtjge Funktion der LPCAT Oder 
aHgemeiner gesagt einer Acyl-CoA:Lysophospholipid Acyltransferase, nachfolgend 
LPLAT genannt, bei der ATP-unabhangigen Synthese von Acyl-CoA aus Phospho- 
hpiden wurde von Yamashita et al. (2001; Journal of Biological Chemistry 276: 26745- 
26752) beschrieben. 

25 Trotz vieler biochemischer Daten konnten bisher keine Gene kodierend fur LPCAT 

identrtaert werden. Gene anderer verschiedener pflanzlicher Acyltransferasen konnten 
jsoliert werden und werden in WO 00/18889 (Novel Plant Acyltransferases) beschrie- 

Hohere Rlanzen enthalten mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Linolsaure (C1 8-2) 
30 und Linolensaure (C18:3). ARA, EPA und DHA kommen im Samenai hoherer Pflanzen 
gar mcht Oder nur in Spuren vor (E. Ucciani: Nouveau Dictionnaire des Huiles Vege- 
tates. Technique & Documentation - Lavoisier, 1995. ISBN: 2-7430-0009-0) Es ist 
vorteilhaft in hoheren Pflanzen, bevorzugt in Olsaaten wie Raps, Lein, Sonnenblume 
und Soja LCPUFAs herzustellen, da auf diese Weise groBe Mengen qualitativ hoch- 
35 wertiger LCPUFAs fOr die Lebensmittelindustrie, die Tieremahrung und fur pharma- 
zeutische Zwecke kostengOnstig gewonnen werden konnen. Hierzu werden vorteil- 

ST 9en l ecnnlsche Methoden Gene kodierend f Or Enzyme der Biosynthese von 
LCPUFAs in Olsaaten eingefOhrt und exprimiert werden. Dies sind Gene kodierend fOr 
„n S: 6 - D ®f aturase ' A-6-Elongase, A-5-Desaturase, A-5-Elongase und A-4-Desaturase 
40 Diese Gene konnen vorteilhaft aus Mikroorganismen und nisderen Pflanzen isoliert ' 
werden, die LCPUFAs herstellen und in den Membranen Oder Triacylglyceriden 
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Transgene Pflanzen, die Gene kodierend fQr Enzyme der LCPupa Rin «, 
exprimieren, sfnd geeignet, geringe Mengen ^ ^^hese 

dings besteht die Gefahr, dass dfese nicht £ ty£! , ? ? m produ2ieren . *«er- 
eingebaut warden, well die ^w^^^^^'?^™ Membranen 
eventueli nicht als Substrat !?" U ° d Transac y ,ase n LCPUFAs 

Dies ist aus Wgenden^ ,n Triac V'9'yceride einbauen. 

Triacylgiyceride D^er^e^Z^^ ^ ********* h Olsaaten sind 
Triacjlgfyceriden anzu refehe* In M^hf ^ S ' Cht n0tWend '' 9 ' LCPUFAs in 
Physikaiischen Bg^^ LCP ^ konnen die 

auf die Integritat und Tr^l^ZZ^nZVu T M S ° SCh * d " Che Wlrkun 9 en 
von Pflanzen haben. sporte, 9 enscna ften der Membranen sowie die Stresstoleranz 

DE 102 19 203 (Verfahren zur P™Wen wurden beispielsweise in 

Pflanzen) erstmate beschrie^ ^ un9esatt| 9 ter F ettsauren in 

Mengen, die fOr -ESSl^ a,,e ^ LCPUFAs in 

optimiert werden mGssen. 3nZen entha,ten en °«e noch weiter • 

Urn eine Anreicherung der Nahrunq und des Fntt«ro m!+ 

Fe^uren zu emrogilchen. ^Z^^^^ ""~en 

r^r^ - menrfacH u W 

bevorzugt In einer Pflanze Is enSn^se ^J* 0 ™****" Organismus 

gemaBe Veifahren zur HerstJ™ mfhL k 9 * e wurd8 durch *» erfindungs- 
Organismus geie^^adun^eSnz^ ""^ater Fettsauren in einem 
umfasst ^ aaau "» sekennzeichnet, dass das Verfahren fol 9 ende Schntte 

SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO* ^ \ f fj? NO: 6 ' SEQ ID N0: 7 ' 

16. SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ,b NO- ££212? ? NO: 14 " SEQ 10 »" 
~e.ner Ly80ph osp^ 
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c) anbrin 3enmindestenselnerNukleinsaurBs«iiiPn,i„^ „ 

SEC ID NO: 28, SEQ ,D NO: 30 0*, ££2T ^ * " 

fur e,„ Pclypep*, m „ ^ Diac , g ^ n , A* ^rTS^Z^e? 

e) Einbringen mindestens einer Nukleinsaureseauen^ hH on n 
. als Ergebnis des degenerierten aen Jkrhtn 2 ! 60 ° r 9 anls ™s. die sich 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO 4 SEE « PS! ^ *" SEQ ,D NO: 
10 SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO ifsEO in Mn f^' D N ° : ? * SEQ ,D NO: »■ 

NO: 18, SEQ , D ' NO^O SEQ ID NO ?£ SEQ ID NO^ 2* * SE ° '° 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO- 30 SEoId' mo Jo o— 24 ' ,D NO: 26, 
NO:36entha tt e^^ 

0 S^oTsEqTd NoTI^ ? « ' D N ° : ^ SEQ ' D 3. 
SEQ ,D NO: 13, SEQ ID NO u ; s E Q ,n NO-' f« cL° ^ 9 * SE ° D NC * 11 » 
NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO 24 SEO , n S° ' D ^ 18 ' SEQ ,D 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO 32 SEoln mo Jf ^ SEQ 10 NO; 28 « 
stellten NukleinsSureseaue^ fn d!n n 1 34 ° der SEQ ,D NO: 36 *arge- 
SEQ ,D NO: 2, SE^I^^ "* *r In 

SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO- 17 Spo in W f o ~ N ° : 1 °« SEQ ,D NO: 12, 
NO: 23, SEQ ID NO 25 SPO .n ^ i N ° : 19 ' ,D NO: 21, SEQ ID 
SEQ ID NO: 33 SEqId NO 35 od 2 £S? ' D NO: 29 ' SEQ ,D N <> 31, 
sequenz codiere und minders 4 i 5 h L ^ 3? dar 9 este » te " Aminokaure- 
25 SEQ ID NO: 2, SEQ .D ™ TsEG ND Mn « tSf Amjno ^^eebene mlt 

SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO M7 <? E Q ID no ^ 1 °' SEQ ,D NO: 12 

NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO 27 SEQ ,n J* *' SEQ ,D 

SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO 35 odS Sr ?,n ?J5 °"' 29 ' SEQ ,D N0: 31 - 
va,ente Lysophospha^ -d eineaqui- 

Acyltransferase-Aktivitat Dlacvlah^f! u G| y ceri "-3-phosphat 
Cholesterin Acy^^^^^TeZZ^^ °*" U * h 
9) kultivieren und ernten des Organismus. 

bindungen. Besonders vorteilhaft enthaTn 2 2?- ' 6r ° der fQnf Doppe '" 
bindungen. Im Verfahren tm t g t iS^^S Mn TF* ^ 
24 C-Atome in der Fe^ur^ ^^Z^^ ]h8Sl18 -' 20 "' 22- Oder 
24 Kohlenstoffatome In ^t^^^^f^^ 20, 22 Oder 
den im Verfahren verwendeten tSSSZi^T 7 9 ^ me FettSauren mlt 
wenig 1st zu verstehen, das im Vera e ETS mph^ ^ nicM Umgeset2t - Unte ' 
gesattigten Fettsauren mit we^ige^s ^o^^ aCl :. un9esatti g ten ^ttsauren die 

weniger als 5 /„ der Aktivitat, vorteilhaft weniger als 3 % 
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Fettsauregemisch voriiegen ^ h6r9eSte,,t Werden oder in einem 

phosphatidsaure Acyltransferase-AktiVitat Gtoerin 3 InZ^TT ?* LyS °" 

Glycertde vorteZ DatoSn «1 h^T Misohun 9 en "rterschiedlicher 
veLhleden plSauren » STJ ^O 1 ^*" gebundenen 
kettigen Fettsauren mnZZ is^^^T"," 1 '* 4 bis 6 C-**™". mlttel- 

zugt sind die iangketligen Fet£n LCpof* t5 C IT? 

Fettsauren. urMS von °w, Oa,-, C22- und/oder C 2 4- 

D^pelZu ^n^e^rS hei^ mi. mindestens zwel 
molekule drei vier Oder S D 0 Sh^ ri ? -T^ 0 * enthalten diese Fettsaure- 
Hexede^ieieTl "f ^T" VOrteilhaf, " • «n 

<= SDA, oia4«SS* D^Ji u^r?*"*, (= GW ' C18: 3* SM ). Stearidoneaure 
saure EtX C^^Ta^^^I;^ 2°* WW4 >. Boosatetraen- 
deren M l sc h ^e^;Loau^ A ^^A ( ^ A> • HCOSapentee ^ Oder 
Die Fettsaureester mrt mehrfach ungesattioten c r 

sauremolekulen K8nnen aus den OrnlrZS 2 °"' ^ und/oder C 24 -Fett- 

ester verwendet Sen In Form Jn^lZ h ? dte Herstellun 9 Fettsaure- 
Verbindungen tSShtoST Phoih^ ^ beis P ie,sw eise in Form von 
phingo.ipid%hospho^^ 

Phatidylserin, PhosphalidylZero^ Phosphatidylcholin, Phos- 

Monoacyiglyceride, Tri2 c t ? ^ Di P hos Ph^y'9>ycero., 

die AcetylCoenzym^A-Ester die ^J™?®***™** Oder SOnStfge ^^ureester wie 
zwei bevorzuot droi n Jk7~<. _ ™ n "? cn uri 9esattlgteri Fettsauren mit mlndestens 

in der Form iter Dia^C*e tScS^ h ' S °"!, rt TOrteilha,t werten * 

cholin isottert, besonS?vo££ TXTS? 0 **, ? ^ d6S Phos P^V- 

g^undtTa^ 
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ester und frei Fettsauren) in den Organismen in einer ungefahren Verteilung von 80 bis 
90 Gew.-% Triglyceride, 2 bis 5 Gew.-% Diglyceride, 5 bis 10 Gew.-% Monoglyceride, 
1 bis 5 Gew.-% freie Fettsauren, 2 bis 8 Gew.-% Phospholipids vor, wobei sich die 
Summe der verschiedenen Verbindungen zu 1 00 Gew.-% erganzt. 

Im erfindungsgemaSen Verfahren werden die hergestellten LCPUFAs miteinem 
Gehalt von mindestens 3 Gew.-%, vorteilhaft von mindestens 5 Gew.-%, bevorzugt 
von mindestens 8 Gew.-%, besonders bevorzugt von mindestens 10 Gew.-%, ganz 
besonders bevorzugt von mindestens 15 Gew.-% bezogen auf die gesamten Fett- 
sauren in der transgenen Organismen vorteilhaft in einer transgenen Pf lanze her- 
gestellt. Vorteilhaft werden die Fettsauren in gebundener Form hergestellt. Mit Hilfe 
der im erfindungsgemSBen Verfahren verwendeten Nukleinsaluren lassen sich diese 
ungesattigten Fettsauren an sn1-, sn2- und/oder sn3-Position der vorteilhaft her- 
gestellten Triglyceride bringen. Da im erfindungsgemaSen Verfahren von den Aus- 
gangsverbindungen Hexadecadiensaure (C16:2), Linolsaure (C18:2) bzw. Unolen- 
saure (C18:3) mehrere ReakHonsschritte durchlaufen werden, fallen die Endprodukte 
des Verfahrens wie beispielsweise Arachidonsaure (ARA) oder Eicosapentaensaure 
(EPA) nicht als absolute Reinprodukte an, es sind immer auch geringe Spuren der 
Vorstufen im Endprodukt enthalten. Sind in dem Ausgangsorganismus bzw. in der 
Ausgangspflanze beispielsweise sowohl Linolsaure als auch Linolensaure vorhanden, 
so liegen die Endprodukte wie ARA und EPA als Mischungen vor. Die Vorstufen sollten 
vorteilhaft nicht mehr als 20 Gew.-%, bevorzugt nicht mehr als 15 Gew.-%, besonders 
bevorzugt nicht als 10 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt nicht mehr als 5 Gew.-% 
bezogen auf die Menge des jeweilige Endprodukte betragen. Vorteilhaft werden in 
einer transgenen Pflanze ate Endprodukte nur ARA oder nur EPA im erfindungs- 
gemaBen Verfahren gebunden Oder als freie Sauren hergestellt. Werden beide Ver- 
bindungen (ARA + EPA) gleichzeitig hergestellt, werden sie vorteilhaft in einem Ver- 
haltnis von mindesten 1:2 (EPA:ARA), vorteilhaft von mindestens 1:3, bevorzugt von 
1 :4, besonders bevorzugt von 1 :5 hergestellt. 

Durch die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen kann eine Steigerung der 
Ausbeute an mehrfach ungesattigten Fettsauren von mindestens 50 %, vorteilhaft von 
mindestens 80 %, besonders vorteilhaft von mindestens 100 %, ganz besonders vo- 
rteilhaft von mindestens 150 % gegenuber den nicht transgenen Ausgangsorganismus 
beim Vergleich in der GC-Analyse siehe Beispiele erreicht werden. In einer weiteren 
vorteilhaften AusfOhrungsform kann die Ausbeute an mehrfach ungesattigten Fett- 
sauren urn mindestens 200 %, bevorzugt urn mindestens 250 %, ganz besonders 
bevorzugt urn mindestens 300 % gesteigert werden. 

Auch chemisch reine mehrfach ungesattigte Fettsauren oder Fettsaurezusammen- 
setzungen sind nach den vorbeschriebenen Verfahren darstellbar. Dazu werden die 
Fettsauren oder die Fettsaurezusammensetzungen aus dem Organismus wie den 
Mikroorganismen oder den Pflanzen oder dem Kuiturmedium, in dem oder auf dem 
die Organismen angezogen wurden, oder aus dem Organismus und dem Kuitur- 
medium in bekannter Weise beispielsweise uber Extraktion, Destination, Kristallisation, 
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Chromatographie Oder Kombinationen dieser Methoden isoliert. Diese chemisch reinen 
Fettsauren oder Fettsaurezusammensetzungen sind fQr Anwendungen im Bereich der 
Lebensmlttelindustrie, der Kosmetlkindustrie und besonders der Pharmaindustrie vor- 
teilhaft. 

Als Organismus fur die Herstellung im erfindungsgemaBen Verfahren kommen 
pnnzipiell alle Organismen wie Mikroorganismen, nicht-humane Tiere oder Pflanzen in 
Frage. Vorteilhaft werden im erfindungsgemaBen Verfahren transgene Organismen wie 
Pilze wie Mortierella oder Traustochytrium, Hefen wie Saccharomyces oder Schizo- 
saccharomyces, Moose wie Physcomitrella oder Ceratodon, nicht-humane Tiere wie 
Caenorhabditis, Algen wie Crypthecodinium oder Phaeodactylum oder Pflanzen wie 
zweikeimblattrige oder einkeimblattrige Pflanzen verwendet. Besonders vorteilhaft 
werden Organismen im erfindungsgemaSen Verfahren verwendet, die zu den Ol- 
produzierenden Organismen gehdren, das heiBt die fur die Herstellung von Olen 
verwendet werden, wie Pilze wie Mortierella Oder Traustochytrium, Algen wie Crypthe- 
codinium, Phaeodactylum oder Pflanzen, insbesondere Pflanzen bevorzugt Olf rucht- 
pflanzen, die groBe Mengen an Upidverbindungen enthalten, wie Erdnuss Raps 
Canola, Sonnenblume, Safflor (Farberdistel), Mohn, Senf, Hanf, Rizinus, Olive, Sesam, 
Calendula, Punica, Nachtkerze, KQnigskerze, Distel, Wildrosen, Haselnuss, Mandel, 
Macadam.a, Avocado, Lorbeer, Kurbis, Lein, Soja, Pistazien, Borretsch, Baume 
(Olpalme, Kokosnuss oder Walnuss) oder Feldfruchte, wie Mais, Weizen Roggen 
Hafer, Triticale, Reis, Gerste, Baumwolle, Maniok, Pfeffer, Tagetes, Solanaceen- ' 
Pflanzen, wie Kartoffel, Tabak, Aubergine und Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Alfalfa oder 
Buschpflanzen (Kaffee, Kakao, Tee), Salix-Arten sowie ausdauernde Graser und 
Futterfeldfruchte. Bevorzugte erfindungsgemaBe Pflanzen sind Olf ruchtpflanzen 
wie Erdnuss, Raps, Canola, Sonnenblume, Safflor (Farberdistel), Mohn, Senf, Hanf 
Rhizinus, Olive, Calendula, Punica, Nachtkerze, Kurbis, Lein, Soja, Borretsch, Baume 
(Olpalme, Kokosnuss). Besonders bevorzugt sind C18:2- und/oder C183-Fettsaure 
reiche Pflanzen wie Sonnenblume, Farberdistel, Tabak, Kdnigskerze, Sesam, Baum- 
wolle, Kurbis, Mohn, Nachtkerze, Walnuss, Lein, Hanf, Distel oder Farberdistel Ganz 
besonders bevorzugt sind Pflanzen wie Farberdistel, Sonnenblume, Mohn, Nachtkerze, 
Walnuss, Lein oder Hanf. ' 

FQr das erfindungsgemaBe beschriebene Verfahren ist es vorteilhaft in den Organis- 
mus zusatzlich zu den unter Verfahrensschritt (a) bis (f) eingebrachten Nukleinsauren 
zusatzlich weitere Nukleinsauren einzubringen, die fQr Enzyme des Fettsaure- oder 
Lipidstoffwechsels codieren. 

Im Prinzip konnen alle Gene des Fettsaure- oder Upidstoffwechsels vorteilhaft in 
Komb.nat.on mit der erfinderischen Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase im 
Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren verwendet werden 
vorteilhaft werden Gene des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels ausgewahlt aus der 
Gmppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl carrier protein]-Desaturase(n), 
J° eSteraSe(n) ' Fettsaure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospho- 
lipid-Acyltransferasen, Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl- 
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thasen, Hydroperoxid-Lvasen od«r ~ 9 !yceroHj Pa8en I Allenoxid-Syn- 

5 Gene ausgewahlt aus der Gruppe der AcvTcX^nnh Be f " ders ^orzugt werden 
A-4-Desaturasen, A-5-Desaturase TA^^^TriTT A ^^ n ' 
turasen, A-12-Desaturasen, A-5-Elongater ^A ^in^ ^ UaSen ' 
Kombinatlon mit den vorgenannten Genen i£ £ ^ ^ A - 9 ' E,on 9asen in 
ferase, Glycerin-3-phosphat ^^e^^f 9 ^ 5 ^^ Acyltrans- 

0 thinChofestennAcyltransferasev^^ 

in Kombination verwendet werde^Sn 6 Ge " e 0der mehrere Gen * 

cerin-3-phosphat AcyltranLase- S^S f f 3 "? Acyltransferase-, Gly- 

wendeten Organismen wfe de^^aften f^^" 0 ^ 9 Verfahren ver " 
schiedenen mehrfach ungesanigten FettSur^ S,Ch Mischun 9^ °er ver- 
Fettsauren wie EPA oder ARA in freier ode^bunwi Z . ne mehrfaCh "^Sttigte 
welche FettsaurezusammensetzungTr^ Je nachdem 
Cl8:3-Fettsauren) entstehen so Fettsauren dte ^ vorherrscht (C18:2- oder 

wie GLA, DGLA Oder ARA oder, ^ch^ ab ' eiten « 
Oder EPA. Uegt in der fur das Verfahren v^ntt «f Uren ab,elten ' *• SDA - 
saure nur Unolsaure f= la n«S5T "7 . - Pf,an2e a,s ungesattigte Fett- 
nur GLA, DGLA und ARA entstehtn diel! XXSL* d6S Verfahrens 

konnen. 1st in der im Verfahren ve^ende^n R^ ° der " bUnden vor,ie 9 en 

a-Linolensaure (= ALA, C18-3^^ b pi!nt,e 8,8 un 9 esatt '"9te Fettsaure nur 
dukte des Verfahrens nur SDA ETA und EpfT^ * * ^ SO konnen a,s 
freie Fettsauren oder gebunden Sto, k^neTn ^ ? ^ ° ben b "°M*« a »* 
an der Synthese beteiKgten EnzZ L ^^^^ Modifikation der Aktivitat der 

3-phosphat AcyitransfeSse, Dia^^^ G,ycerin " 
Acyltransferase vorteilhaft in KombfnSn rnT^A f ^! ° der LeCithin Ch ° la sterin 
transferase, A-5-, A-6-Desatura S ^ und/oH^ ^^"^^Phospholipid-Acyl- 
Phosphoiipid-Acy, trends A-i ESli?" eon ^ ° der der Acyl-CoA.Lyso- 
Kombination mit nur den ersten dnW ^0^? ^'^ase Oder in 

A-6-Desaturase und/oder 

ferase, A-8-Desaturase und^r aTboho^ 

in den vorgenannten Organismen ^US^^* 9 ^ ,assen sich 9ezie«t 
zelne Produkte hersteiiten. Durch ^^^STT" ° Ur *" 

entstehen beispielsweise GLA und DGLA b^ lDA^S-. 386 U " d 

DZW - SDA und CT A, je nach Ausgangs- 
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die Pfianze eingebrac£^ 

Organismen in die vorher die A-8-Desaturase unr. a g,lt aUCh fflr 

Vorteilhaft werden nur ARA odeTpPA oh!?h! und ^ E,on 9ase eingebracht wurde. 
von der in im OrganternuT bZ tn S ere " M ^ungen synthetisiert, abhangig 
gangssubstanz fQr d, ^ynfhTse dfen ^ ^ dfe a,S Aus " 

Kegen die jeweiligen EndCu^ hande,t ' 
sind immer auch geringe Menqen Sir Vr^! SU ^ nzen den 0r 9 an ismen vor. Es 
Diese genngen Mengen ^betrage" ^Tl^T^^^ 6ntharten - 
15 Gew.-o/ e , besonders vorteilhaft Slate 10 Gew 

weniger als 5, 4, 3, 2 Oder 1 Gew ThSI? J ' 9302 besonde re vorteilhaft 
deren l^tt^ST*" ^ ^ C * 

sattigten F^r™^es r^Z^^ erh0h,en GehiMtan mehrfaoh u "9e- 
^sezu steadies" 

satire in den Organismus die for <in bJ^T^ . s E "*"nfl<>n einer NuWein- 
werden. Dies ia «S ^^.^^•'^^rasecodiert, erreicM 
die einen hohen Olsauregeh™aufw^» a'^oduaerenden Organismen wie Raps, 
Gehalt an UnolsSure ZSn (Sto^ "TT ° , 9 anlsmen <*nen geringen 
Chemical Society, 38°S to SEES » a '" 'T" 81 01 *" Am9rioan « 
'~~ngdesC^^^^^ 

dactyium, Moose wie nmZS. S2g2S*"T Al 9 en/Dial <»meen wie Phaeo- 
Primulaceae wie AleurWa^ZteS e l?» n^°" "** hfiheren P" 3 " 26 " «*• *•> 
spermum hyosemidel ?Mhnol22l£? ' °, s,eos P em "" splnescens Oder Osteo- 
Phytoph, ci a*C2TS^r^ 

Oder Tieren wie Nematoden wie CaenortehSk £ 9 " Me Sh9wane| la, Hefen 
haft stammen die NuWelnsauTn a^s oder dem Men8cn - Vorte "- 

Moosen, bevorzug, JZS^^SSST "" P *' an28n «* ^ °* r 

die enzymatlsche Ur Poly P e '* ie «*ren. die noch 

beeitzen. Diese Ss3^^^ n ,^' n8aU,eSeque,Ken °° die,,9n Prote "«> 
Lysophosphalid?urrA^imr s i^T n 0der Komblna «°n "* den far die 
glycerin ^^i^^^^^T" **»»"-»—. Diaoyl . 
Nukteinsauresquenzen i T^^J^Z^TT"- codierenden 
Expression in O^nismen Di^ p ^ Hnbrlnae ' 1 »» 

ihre KonstrukBonelne ^TffiT? nSkons " uk,e ermdglichen duroh 

fahren produzierten m*rtj^tt rSZT™ 8rflnt,Un9 *"" v - 
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Bel einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das Verfahren ferner den Schritt 
des Gewlnnens einer Zelle Oder eines ganzen Organismus, der die im Verfahren ver- 
wendeten Nukleinsauresequenzen enthalt, wbbei die Zelle und/oder der Organismus 
mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenz, die fur die Lysophosphatidsaure 
Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase 
und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase codiert, einem Genkonstrukt Oder einem 
Vektor wie nachfolgend beschrieben, allein oder in Kombination mit weiteren Nuklein- 
sauresequenzen, die fur Proteine des Fettsaure- oder Lipidsstoffwechsels codieren 
transformiert wird. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst dieses 
Verfahren ferner den Schritt des Gewinnens der Feinchemikalie aus der Kultur. Bei 
der Kultur kann es sich beispielsweise urn eine Fermentationskultur beispielsweise im 
Falle der Kultivierung von Mikroorganismen wie z.B. Mortierella, Saccharomyces oder 
Traustochytnum oder urn eine Treibhaus oder Feldkultur einer Pflanze handeln Die 
so hergestellte Zelle oder der so hergestellte Organismus ist vorteilhaft eine Zelle 
eines Ol-produzierenden Organismus wie einer Olfruchtpflanze wie beispielsweise 
Erdnuss, Raps, Canola, Lein, Hanf, Erdnuss, Soja, Safflower, Hanf, Sonnenblumen 
oder Borretsch. 

Unter Anzucht ist beispielsweise die Kultivierung im Falle von Pflanzenzellen, -gewebe 
oder -organe auf oder in einem Nahrmedium oder der ganzen Pflanze auf bzw in 
einem Substrat beispielsweise in Hydrokultur, Blumentopferde oder auf einem Acker- 
boden zu verstehen. 

Transgen" bzw. "Rekombinant" im Sinne der Erfindung bedeutet bezuglich zum Bei- 
spiel einer Nukleinsauresequenz, einer Expressionskassette (= Genkonstrukt) oder 
einem Vektor enthaltend die erf indungsgemaBe Nukleinsauresequenz oder einem 
Organismus transformiert mit den erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen 
Expressionskassette oder Vektor alle solche durch gentechnische Methoden zustande- 
gekommenen KonstrukHonen, in denen sich entweder 

a) die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz, oder 

b) eine mit der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenz funktionell verkniipfte 
genetische Kontrollsequenz, zum Beispiel ein Promotor, oder 

c) (a) und (b) 

sich nicht in ihrer naturlichen, genetischen Umgebung befinden oder durch gen- 
technische Methoden modifiziert wurden, wobei die Modifikation beispielhaft eine Sub- 
stitution. Addition, Deletion, Inversion oder Insertion eines oder mehrerer Nukleotid- 
reste sein kann. Naturliche genetische Umgebung meint den naturlichen genomischen 
bzw. chromosomalen Locus in dem Herkunftsorganismus oder das Vorliegen in einer 
genomischen Bibliothek. Im Fall einer genomischen Bibliothek ist die naturliche 
genet.sche Umgebung der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise 
erhalten. Die Umgebung flankiert die Nukleinsauresequenz zumindest an einer Seite 
und hat eine Sequenzlange von mindestens 50 bp, bevorzugt mindestens 500 bp 
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naMWch vorkommende Ko^^J^^T^ 6 ' "elspielswelse die 
gemSBen NukJeireauresequen^i, L ^ *?. Promotore der enlndungs- 
Aeyleensferase-, QycerinS^^^^S^f" L ' 8 °P hos P^^aur e 
und/oder Lecithin Cheiesterin AoS^^r' ^'transferase- 
Expressionskassette, wenn 01686^?^!^"; Mrd *" 9lner «ransgenen 
Verfahren wie ^pfe^eTer ^Slf ^ 0<unsUiehe") 

^nSS^X^ r ^- S -nnede rBfl ^ ngl8t , e 
Ihrer natOrilohen Stelle im Genome ^^^""T"' NuWein ^"™n nicht en 
seuren homolog Oder heteroto^^^Z r^' kSnnen dia Nuktei "- 
genannt, dees die efflrWungsge^S NukZS?' bedeutet auc " «*» 

Genom eines Organismue sinV^ed^hTif « *" ' hrem Plate im 

Sequel* verindert wurde untfodeXo£ R^ 1 *" 2 9e9en0ber ** ««Mi<*en 
Sequent verendert wurden. ^ZX^^'T^ d9r nat0rtichen 
erflndungsgemSBen Nukleinsauren ^nVeSnlS^^!" *" Ex P ression 
dee heist eine homologe otJZZ^ZT^J'*'* ta Genom 20 va ra.ehen, 
vor. Bevorzugte transgene Oraanta3^ o? ^ e . &press,on «er Nukleinsauren liegt 
^ wie 0^—^^^^ ^ 

^^t^ZTSTJ^r Veriehren 
prinzipiell vorteilhaft eHe ^Sgan^Th TT** °*" *" Vek,or ei 0" e " -* 
saittgle FettsSuren * eynCisSt ^S^S^T"' un ^ 
geeignet sind. Belspielhaft selen PfJn^ . Expression rekombinenter Gene 
Oder Kultumflarcer , wie £££££ fSZ ^f* P ^ ASteraceae we 
Raohs, Raps, Kokosnuss, oiSme^SS S ?" n8nbluma . Mais, Baumwolle, 
bohne, Mikraorganismen rt^^^^T™* ,lnc,orius > 0d9r «*■»• 
chytrium, Saprolegnia Oder iSSZ,* Gattun 3 Mortfe ralla, ™rausto- 
Shewanella, Hefen wie die GaWS^ZT d,a Ga,,un 9 Escherichia Oder 
oder PKteoen wie Dh*22S rZ^^ n0bakterien - Ciliate "' A '9«" 
Organismen. die natanTohen^^ h ^^ d ' n,um S 6 " 3 "" 1 - *vo«ugt women 
Pilze wie Mortierella alplna PvZmTnl^ ^ n " n ^"ftetlsieren kdnnen wie 

*«^*Hi*^*5? Calendula ' Kekeobohne 
werden Soja, Flachs, Raps, FartTrs^of sZ^ 06 '' 6 * 136 ' t****** bevorzugt 
Saccharomyces cerevisiae Sjw ^T^' Calendula ' <^er 
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in En™ 18 5, Academic £££ 

- ^, enaJ 9eh6ren ^'anzenzellen und bestimmte Gewebe Oman* „nH ™ 
> Pflanzen in all ihren Erscheinungsformen wle Antherpn Z Te " e VOn 

Stangel, Embryos, Kalli, KotelydonerPein p ? ' aS6m ' Wurze,haa re, 
reproduktives Gewebe u^^en^^^^' Gewebe, 
abgeleitet 1st und/oder dazu ^^,2^ e '9 en «'<**n transgenen Pflanze 
bringen. verwendet werden kann, d.e transgene Pflanze hervorzu- 

' Se^ 

ohne dass, die synthetislerten ST&^ST^ ^ Werden 
Unter Pflanzen im erfindungsgemaBen tl 7 '*>liert werden mussen. 
Pflanzenteile, Rlanzenoraan 6 m Verfan «*n s.nd ganze Pflanzen sowie alle 
Knollen, Am^^r^l^ 2 ^^ ^ Samen ' Wur2al ' 
Petlolen, Erntema terial, pflanzSlelhP r 9 ' ^P**' Ka ' M ' Kote '^n, 
die slch von der transg^nStenzf 225? repr °? uktives Ge ^be, Zellkulturen, 
k 5nnen, die transg^S ^ T"* ^ 

Samentelle wle die Samenhullen il amen umfasst dabei a,le 

Embyrogewebe. Die7n ^SS^i^ f amenze,,en > Endosperm oder 
k6nnen aber auch aus^ToS^^ZT her9eSte,ften Verbindungen 
Liplde und/oder freien FettaauTn tTJl J ft Pf ' anzen in Form lnrer O'e. Fett, 
mehrfach ungesa^ ^en^du^ Verfahren he ^ste, tte . 
aus der Kultur, in der sie wachsen oSr vom n? ** ° r9anismen ^eder 
Extraktion der Pflanzenteile -ba^S^JSSS^ D, f, kann ^er Pressen oder 
Ole, Fette, Lipide und/oder freien ft£2^5ST2^ ^ ^ k6nnen d,e 
kalt pressen ohne Zufuhrung von W^Zr^T S ° 9enanntes ■«* schlagen oder 
slch die Pflanzenteile speS die slmen SS^TZ 9 « W ° nnen Werden " Damlt 
vomer zerkleinert, gedam^oder2n2t«^ e,cWer aufschheSen lassen, werden sie 
anschlieBend gepresst wltfe fSKSl v °*ehandelten Samen k6nnen 
werden. AnschlieBend ZTZ^a^ 9 ^ "* Hexan extra ^rt 

organismen werden diese nach Bnte EES? entfemt ,m Fa,,e von Mikro " 
extrahiert oder aber SS£^,SSSS ^ ^ Arbeitss <**te 
Methoden extrahiert. Auf diese Wetee ^fonnT^h Fachmann bekannte 

gestellten Verbindungen iso* ert ™Zn T X » 3,8 96 % der im Va *ahren her- 
Produkte welter beTSt das SSSifi?^ d,e so erha "enen 

die Pflanzenschleime J^SS^^^T ^ 2Un§ChSt beis ? iels ™** 
enzymatisch Oder beispielsw™^^ Entschleimung kann 

Phosphorsaure erfolgen . A^^S2£^^ dUfCh 2u9abe von Saure wie 
lung mit einer Base beispielswe to^^^^^ 9 ^ durch Beha " d - 
zur Entfemung der im ProdXv^ ^ ° aS erha,tene Produkt wird 

und getrocknet. Urn Si £*h * S£2ES& 9r0nd,ich 9ewascbe * 
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zogen. Zum Schluss wird das Produkt noch beispielsweise mit Wasserdampf noch 
desodortert. 

Vorzugsweise sind die durch dieses Verfahren produzierten PUFAs bzw. LCPUFAs 
C18-, Car, C22- Oder C 24 -Fettsauremolekule mit mindestens zwei Doppelbindungen im 
5 FettsauremolekQI, vorzugsweise drei, vier, fQnf Oder sechs Doppelbindungen. Diese 
C18-, Car, Car oder C24-Fetts§uremolekule lassen sich aus dem Organismus in Form 
eines Ols, Upids Oder einer freien Fettsaure isolieren. Geeignete Organismen sind 
beispielsweise die vorstehend erwahnten. Bevorzugte Organismen sind transgene 
Pflanzen. 

1 0 Eine Ausfuhrungsform der Erfindung sind deshalb die, Upide oder Fettsauren oder 
Fraktionen davon, die durch das oben beschriebene Verfahren hergestellt worden sind, 
besonders bevorzugt Ol, Upid oder eine Fettsaurezusammensetzung, die PUFAs 

• umfassen und von transgenen Pflanzen herruhren. 
Eine weitere erfindungsgemaBe AusfOhrungsform ist die Verwendung des Ols, Lipids, 
der Fettsauren und/oder der Fettsaurezusammensetzung in Futtermitteln, Nahrungs- 
mitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika. 

Unter dem Begriff "Or, "Upid" oder "Fett" wird ein Fettsauregemisch verstanden, das 
ungesattigte, gesattigte, vorzugsweise veresterte Fettsaure(n) enthalt. Bevorzugt ist, 
dass das Ol, Upid oder Fett einen hohen Anteil an mehrfach ungesattigten freien oder 

20 vorteilhaft veresterten Fettsaure(n), insbesondere Linolsaure, v-Linolensaure, Dihomo- 
v-linolensaure, Arachidonsaure, a-Linolensaure, Stearidonsaure, Eicosatetraensaure, 
Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure oder Docosahexaensaure hat Vorzugs- 
weise ist der Anteil an ungesattigten veresterten Fettsauren ungefahr 30 %, mehr 
bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, noch mehr bevorzugt ist ein Anteil von 60 %, 70 %, 

25 80 % oder mehr. Zur Bestimmung kann z.B. der Anteil an Fettsaure nach Uberfuhrung 
der Fettsauren in die Methylestern durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt 

• werden. Das Ol, Upid oder Fett kann verschiedene andere gesattigte oder ungesattigte 
Fettsauren, z.B. Calendulasaure, Palmitin-, Palmitolein-, Stearin-, Olsaure etc., ent- 
halten. Insbesondere kann je nach Ausgangsorganismus der Anteil der verschiedenen 
30 Fettsauren in dem Ol oder Fett schwanken. 

Bei den im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fettsauren mit vorteilhaft 
mindestens zwei Doppelbindungen enthalten, handelt es sich wie oben beschrieben 
beispielsweise urn Sphingolipide, Phosphoglyceride, Lipide, Glycolipide, Phospholipi- 
ds, Monoacylglycerin, Diacyiglycerin, Triacylglycerin oder sonstige Fettsaureester. 

35 Aus den so im erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte 
Fettsauren mit vorteilhaft mindestens zwei Doppelbindungen lassen sich die ent- 
haltenden mehrfach ungesattigten Fettsauren beispielsweise Qber eine Alkalibehand- 
lung beispielsweise waBrige KOH oder NaOH oder saure Hydrolyse vorteilhaft in 
Gegenwart eines Alkohols wie Methanol Oder Ethanol oder Qber eine enzymatische 

40 Abspaltung freisetzen und isolieren iiber beispielsweise Phasentrennung und an- 
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schlleBender Ansauerung Qber z.B. H 2 S0 4 . Die Freisetzung der Fettsauren kann auch 
direkt ohne die vorhergehend beschriebene Aufarbeitung erfolgen. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren konnen nach Bnbringung in einem 

^'^^^nzenzelie bzw. Pflanze entweder auf einem separaten 
Rasm.dl.egen oder .n das Genom der Wirtszeile integriert sein. Bei Integration in das 
Genom kann die Integration zufallsgemaB sein Oder durch derartige Rekombination 
erfolgen, dass das naftve Gen durch die eingebrachte Kopie ersetzt wird, wodurch 
die Produktion der gewunschten Verbindung durch die Zelle moduliert wird, oder 
durch Verwendung eines Gens in trans, so dass das Gen mit einer funktionellen 
Expressionseinheit, welche mindestens eine die Expression eines Gens gewahr- 
leistende Sequenz und mindestens eine die Polyadenylierung eines funktionell 
ranskribierten Gens gewahrleistende Sequenz enthalt, funktionell verbunden ist 
Vortedhaft werden die Nukleinsauren Qber Multiexpressionskassetten oder Konstrukte 
V a Express,on in die Organismen vorteilhaft zur multiparallelen samen- 
spezrfischen Expression von Genen in die Pflanzen gebracht. 

Moose und Algen sind die einzigen bekannten Pflanzensysteme, die erhebliche 
Mengen an mehrfach ungesattigten Fettsauren, wie Arachidonsaure (ARA) und/oder 

SSETSTSf m EP ? Und/ ° der Docosahe ^aure (DHA) herstellen. Moose 
enthalten PUFAs .n Membranl.piden wahrend Algen, algenverwandte Organismen 
und einige Pilze auch nennenswerte Mengen an PUFAs in der Triacylglycerolf raktion 
akkumul.eren. Daher eignen sich Nukleinsauremolekule, die aus solchen Stammen 
v 0 0 Sh^ en ; aUCh ln derTria ^9lycerolf raktion akkumulieren, besonders 

nnn pmpa o T 5' ndun 9 s 9 ema,3e Verfahren und damit zur Modifikation des Lipid- 
und PUFA-Produktionssystems in einem Wirt, insbesondere Pflanzen, wie Olfrucht- 
p lanzen, bejspielsweise Raps, Canola, Lein, Hanf, Soja, Sonnenblumen, Borretsch. 
S.e s.nd deshalb vorteilhaft im erfindungsgemaBen Verfahren verwendbar. 

ffirPn l l^in^ der i r ? erfindun 9 s 9emaBen Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die 
fur P olypept.de mit Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phos- 
pha Acyltransferase-Aktivitat, Diacylgiycerin Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin 
Choiestenn Acyltransferase-Aktivitat codieren, und/oder den weiteren verwendeten 

?tnl e ' nS h a T We d6n Nuk,elnsauren » die «r Polypeptide des Fettsaure- oder Lipid- 
stoffwechsels ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACPf- 
acy. earner protein]-Desaturase(n), Acy^ACP-Thioesterase(n), Fettsaure^Acyl- 

35 t T ^5rSL n> * Fettsaure-Syn- 

35 thase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl- 
Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure-Acetylenase(n) 
L,poxygenase(n), Triacylglycerol-Lipase(n), Allenoxid-Synthase(n), Hydroperoxid- 
Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n) codieren eignen sich vorteilhaft C 16 -, C 18 -, C*. 

An ^? 22 - Fettsauren - Ba vorzugt werden die im Verfahren als Substrate umgesette* 

40 Fettsauren in Form ihere Acyl-CoA-Ester umgesetzt. 
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Zur Herstellung der erfindungsgemaBen langkettiger PUFAs mOssen die mehrfach 
ungesattigten C 16 - Oder C 18 -Fettsauren zunachst durch die enzymatische Aktivitat einer 
Desaturase zunachst desaturiert und anschlieBend iiber eine Elongase urn mindestens 
zwei Kohlenstoffatome verlangert werden. Nach einer Elongationsrunde fQhrt diese 
Enzymaktivit^t zu C 18 - Oder Ca-Fettsauren, und nach zwei oder drei Elongations- 
runden zu oder C^-Fettsauren. Die Aktivitat der erfindungsgemaBen Verfahren 
verwendeten Desaturasen und Eiongasen fiihrt vorzugsweise zu C 18 -, Car C^- 
und/oder CarFettsauren vorteilhaft mit mindestens zwei Doppelbindungen im Fett- 
sauremolekul, vorzugsweise mit drei, vier oder fflnf Doppelbindungen, besonders 
bevorzugt zu C^- und/oder C^Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen 
im Fettsauremolekul, vorzugsweise mit drei, vier oder fQnf Doppelbindungen im 
Molekul. Nachdem eine erste Desaturierung und die Verlangerung stattgefunden hat 
konnen weitere Desaturierungsschritte wie z.B. eine solche in A-5-Position erfolgen ' 
Besonders bevorzugt als Produkte des erfindungsgemaBen Verfahrens sind Dihomo-v- 
linolensaure, Arachidonsaure, Bcosapentaensaure, Docosapetaensaure und/oder 
Docosahesaensaure. Die Ca-Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen in der 
Fettsaure konnen durch die erfindungsgemaBe enzymatische Aktivitat in Form der 
freien Fettsaure oder in Form der Ester, wie Phospholipide, Glycolipide, Sphingolipide, 
Phosphoglyceride, Monoacylglycerin, Diacylglycerin Oder Triacylglycerin, verlangert 

Der bevorzugte Biosyntheseort von Fettsauren, Olen, Lipiden oder Fette in den vor- 
teilhaft verwendeten Pflanzen ist beispielsweise im allgemeinen der Samen oder Zell- 
schichten des Samens, so dass eine samenspezifische Expression der im Verfahren 
verwendeten Nukleinsauren sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, dass die Bio- 
synthese von Fettsauren, Olen oder Upiden nicht auf das Samengewebe beschrankt 
sein muss, sondern auch in alien Obrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise in Epi- 
dermiszellen oder in den Knollen - gewebespezifisch erfolgen kann. 

Werden im erfindungsgemaBen Verfahren als Organismen Mikroorganismus wie Hefen 
wie Saccharomyces oder Schizosaccharomyces, Pilze wie Mortierella, Aspergillus 
Phytophtora, Entomophthora, Mucor oder Thraustochytrium Algen wie Isochrysis 
Phaeodactylum oder Crypthecodinium verwendet, so werden diese Organismen 
vorteilhaft fermentativ angezogen. 

Durch die Verwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsauren, die fQr eine Ly- 
sophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglyce- 
rin Acyltransferase und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase codieren, konnen im 
verfahren die hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren mindestens urn 5 % 
bevorzugt mindestens urn 10 %, besonders bevorzugt mindestens urn 20 %, ganz ' 
besonders bevorzugt urn mindestens 50 % gegenuber dem Wildtyp der Organismen 
die die Nukleinsauren nicht rekombinant enthalten, erhoht werden. " 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kdnnen die hergestellten mehrfach unge- 
sattigten Fettsauren in den im Verfahren verwendeten Organismen prinzipiell auf zwei 
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Arten erhoht werden. Es kann vorteilhaft der Pool an freien mehrfach ungesattigten 

EOZZ T AnteH ^ ° ber daS V6rfahren her 9estellten veresterten mehr- 

fach ungesattigten Fettsauren erhoht werden. Vorteilhaft wird durch das erfindungs- 
gemaSe Verfahren der Pool an veresterten mehrfach ungesattigten Fettsauren in den 
transgenen Organismen erhoht. 

Werden im erfindungsgemafien Verfahren als Organismen Mikroorganismen ver- 
wendet, so werden sie je nach Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise 
angezogen bzw. gezuchtet. Mikroorganismen werden in der Regel in einem flussigen 
Medium das e«ne Kohlenstoffquelle meist in Form von Zuckern, eine Stickstoffquelle 
me.st in Form von organischen Stickstoffquellen wie Hefeexlrakt oder Salzen wie 
Ammomumsulfat, Spurenelemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesiumsalze und 
gegebenenfalls Vitamine enthalt, bei Temperaturen zwischen 0 und 100°C bevorzuot 
zwischen 10 bis 60'C unter Sauerstoffbegasung angezogen. Dabei kann der pH der 
Nahrfluss.gkeit auf e.nen festen Wert gehalten werden, das heiflt wahrend der Anzucht 
reguliert werden oder nicht Die Anzucht kann batch weise, semi batch weise oder 
kont.nu.eri.ch erfolgen. Nahrstoffe konnen zu Beginn der Fermentation vorgelegt oder 
?™^T fl 0 ?™ k T tlnUier,ICh nachgefuttert werden. Die hergestellten mehrfach 
ungesatbgten Fettsauren konnen nach dem Fachmann bekannten Verfahren wie oben 
beschneben aus den Organismen isoliert werden. Beispielsweise uber Extraktion 
Dest.Hation, Kristallisation, ggf. Salzfallung und/oder Chromatographie. Die Organis- 
men konnen dazu vorher noch vorteilhaft aufgeschlossen werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird, wenn es sich bei den Wirtsorganismen urn 
M.kroorgan.smen handelt, vorteilhaft bei einer Temperatur zwischen 0»C bis 95°C 
bevorzugt zwischen 10°C bis 85«C, besonders bevorzugt zwischen 15°C bis 75°C 
ganz besonders bevorzugt zwischen 1 5°C bis 45°C durchgefOhrt 

Der pH-Wert wird dabei vorteilhaft zwischen pH 4 und 12, bevorzugt zwischen pH 6 
und 9, besonders bevorzugt zwischen pH 7 und 8 gehalten. 

.?rh\tTlh Un9S9e f Be = Verfahren kann batchweise, semi-batchweise oder kontinuier- 
m liTSST r ^ " e f e usammenfa ssung uber bekannte Kultivierungsmethoden 
st ,m Lehrbuch von Chm.el (BioprozeBtechnik 1 . Einfuhrung in die Bioverfahrens- 
techmk (Gustav Fischer Veriag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Stomas (Bio- 
\ ^94»zu finden 6 BnriChtUngen (Viewe 9 Veria 9- Braunschweig/Wiesbaden, 

Das zu verwendende Kulturmedium hat in geeigneter Weise den Anspruchen der 
jewe.l.gen Stamme zu genOgen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener 
Mkroorgamsmen sind im Handbuch "Manual of Methods fur General Bacteriology" 
der Amencan Society f Qr Bacteriology (Washington D. O, USA, 1 981 ) enthalten 

Diese erfindungsgemaB einsetzbaren Medien umfassen wie oben beschrieben 

IZ? wl? 6 ° d w/ w e o ere Kohlenstoff 9 ue,,en . Stickstoffquellen, anorganische 
Salze, Vitamine und/oder Spurenelemente. 
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Bevorzugte Kohlenstoffquellen sind Zucker, wie Mono-, Di- Oder Polysaccharide Sehr 
gute Kohlenstoffquellen sind beispielsweise Glucose, Fructose, Mannose, Galactose, 
Ribose, Sorbose, Ribulose, Lactose, Maltose, Saccharose, Raffinose, Starke oder 
Cellulose. Man kann Zucker auch Qber komplexe Verbindungen, wie Melassen, Oder 
andere Nebenprodukte der Zucker-Raffinierung zu den Medien geben. Es kann auch 
vorteilhaft sein, Gemische verschiedener Kohlenstoffquellen zuzugeben. Andere 
nr.ogl.che Kohlenstoffquellen sind Ole und Fette wie z.B. Sojaol, Sonnenblumenol 
Erdnussol und/oder Kokosfett, Fettsauren wie z.B. Palmitinsaure, Stearinsaure 
und/oder Linolsaure, Alkohole und/oder Polyalkohole wie z.B. Glycerin, Methanol 
und/oder Ethanol und/oder organische Sauren wie z.B. Essigsaure und/oder Milch- 
saure. 

Stickstoffquellen sind gewohnlich organische Oder anorganische Stickstoffver- 
bindungen oder Materialien, die diese Verbindungen enthalten. Beispielhafte Stick- 
stoffquellen umfassen Ammoniak in flQssiger Form oder Gasform oder Ammonium- 
salze, wie Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat, Ammonium- 
carbonat oder Ammoniumnitrat, Nitrate, Harnstoff, Aminosauren oder komplexe 
Stickstoffquellen, wie Maisquellwasser, Sojamehl, Sojaprotein, Hefeextrakt, Fleisch- 
weJden Und ^"k^ ^ St, ' Ckstoffque,,en konnen einze,n Oder als Mischung verwendet 

Anorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthalten sein konnen, umfassen 
die Chlorid- Phosphor- oder Sulfatsalze von Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, 
Molybdan, Kalium, Mangan, Zink, Kupfer und Eisen. 

Als Schwefelquelle f ur die Herstellung von schwefelhaltigen Feinchemikalien, ins- 
besondere von Methionin, konnen anorganische schwefelhaltige Verbindungen wie 
beispielsweise Sulfate, Sulfite, Dithionite, Tetrathionate, Thiosulfate, Sulfide aber auch 
organische Schwefelverbindungen, wie Mercaptane und Thiole, verwendet werden. 

Als Phosphorquelle kdnnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikalium- 
hydrogenphosphat oder die entsprechenden Natrium haltigen Salze verwendet 
werden, 

Chelatbildner konnen zum Medium gegeben werden, urn die Metallionen in Losung zu 
halten. Besonders geeignete Chelatbildner umfassen Dihydroxyphenole, wie Catechol 
oder Protocatechuat, oder organische Sauren, wie Citronensaure. 

Die erfindungsgemaB zur Kultivierung von Mikroorganismen eingesetzten Fermen- 
tationsmedien enthalten Qblicherweise auch andere Wachstumsfaktoren, wie Vita- 
mme oder Wachstumsforderer, zu denen beispielsweise Biotin, Riboflavin, Thiamin, 
Folsaure, Nikotinsaure, Panthothenat und Pyridoxin gehoren. Wachstumsfaktoren 
und Salze stammen haufig von komplexen Medienkomponenten, wie Hefeextrakt, 
Melassen, Maisquellwasser und dergleichen. Dem Kulturmedium konnen Qberdies 
geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung der Medien- 
verbmdungen hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fur jeden spezi- 
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f ' S .?"m n indlvidue,, entschieden. Information Qber die Medienoptimierung ist 
mrf p Le ^T nAppKed MicrobioL Physiology, A Practical Approach" 

(Hrsg P.M. Rhodes, P.F. Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 1 9 963577 3) 

5 Standard 1 (Merck) Oder BHI (Brain heart infusion, DIFCO) und dergleichen. 

Samtliche Medienkomponenten werden, entweder durch Hitze (20 min beM s h*r 
one 121-C) Oder durch StedlfHtration, sterilisiert. Die Kompon^nTonnen ent 
>™1 ^ n6ti 9 enfal,s 9 etrennt steri'isiert werden. Samtliche Medien- 

komponenten konnen zu Beginn der Anzucht zugegen sein Oder wahlfrei kontinuieriich 
10 oder chargenweise hinzugegeben werden. Konx.nuien.cn 

bltSch^?' ^!! Ur ,,e9t . " orma,erweise ^'schen 15°C und 45°C, vorzugsweise 
Zll h n Un t kann Wdhrend des ^"'"entes konstant gehalten oder ver- 
wlo ^ ^ P "" We,t d6S MediUmS SO " te im Bereich ™ « bis 8,5, vorzugs- 
s 7 h° ' ,e9 ^ PH - Wert f ° r die Anzucht ,asst sich «*h™d der Anzuchf 

!? Tk G T baS ' SChen Verblndun 9 en wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, 
Ammon.ak bzw. Ammon.akwasser oder sauren Verbindungen wie Phosphorsaure 
Oder Schwefeteaure kontrollieren. 2ur Kontrolle der Schaumentwicklung konnen 

2EZZTS^ *' F or SaU ^ P0,y9,yk0,ester ' eingeset2t werden - Zur Aufrecht- 
e haltung der Stab.lrtat von Plasmiden k6nnen dem Medium geeignete selektiv 

aufrechtzuerhalten werden Sauerstoff oder Sauerstoff haltige Gasmischungen, wie 
z.B Umgebungsluft, ,n die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt nor- 
malerwe.se be. 20°C bis 45°C und vorzugsweise bei 25«C bis 40»C. Die Kultur wVd 
solange fortgesetzt, bis sich ein Maximum des gewQnschten Produktes gebildet hat 
5 D.eses Z.el w,rd normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden eS 

Die so erhaltenen, insbesondere mehrfach ungesattigte Fettsauren enthaltenden 
FermentafonsbrOhen haben Oblicherweise eine Trockenmasse von 7,5 Ws 2£ iSw,%. 

Die Fermentationsbruhe kann anschlieBend weiterverarbeitet werden. Je nach 

z TzeZu^Z d ' e lt Blomas ^9 an2 od * teilweise durch Separationsmethoden, wie 
z.B. 2entnfugat.on, F.ltrat.on, Dekantieren oder einer Kombination dieser Methoden 

haft £ F r R entati0nSbrQh ! ! ntfernt ° der vol,standi 9 in ih ' Lassen werden Vortell- 
haft wird die B.omasse nach Abtrennung aufgearbeitet. 

^rw^zT^f 6 kan « TJ ^ ° hnS Ze,,abtrenn ^9 "ft bekannten Metho- 
den, w.e z.B m.t H.lfe eines Rotat.onsverdampfers, DOnnschichtverdampfers, Fall- 

*ZT f: dUfCh Umkehrosmose > oder *»* Nanovation, eingedicW bez e- 

au ^ onzentriert werden - Dtes * aufkonzentrierte Fermentationsbruhe kann 
schl.el3l.ch zur Gewnnung der darin enthaltenen Fettsauren aufgearbeitet werden 

Sooh^^T 9^ wonnenen Fettsauren eignen sich auch als Ausgangsmateriai fur 
d,e chenmsche Synthese von weiteren Wertprodukten. Sie konnen beisptelsweise in 
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Kombination mlteinander Oder allein zur Herstellung von Pharmaka, Nahrungsmlttel, 
Tierfutter oder Kosmetika verwendet werden. 

Ein weiterer erfindungsgemaSer Gegenstand sind isolierte Nukleinsauresequenzen, 
die fur Polypeptide mit Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin- 
3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat Oder 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat codieren, wobei die durch die Nuklein- 
sauresequenzen codierten Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phos- 
phat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen und/oder Lecithin Cholesterin 
Acyltransferasen spezifisch C 18 -, Car, Caa- Oder C^-Fettsauren mit mindestens einer 
Doppelbindungen im FettsauremolekQI umsetzen und vorteilhaft letztlich in Diacyl- 
glyceride und/oder Triacylglyceride einbauen. 

Vorteilhafte isolierte Nukleinsauresequenzen sind Sequenzen ausgewahit aus der 
Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID 
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID 
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID NO: 20 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich ais Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO- 6 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID NO: 20 enthaltenden codierenden 
Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO* 6 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO*: 14 
SEQ ID NO: 1 6, SEQ ID NO: 1 8 oder SEQ ID NO: 20 dargestellten Nuklein- 
sauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO- 5 
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID ' 
NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder SEQ ID NO: 21 dargestellten Aminosauresequenz 
codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID 
NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID 
NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder SEQ ID NO: 21 aufweisen und 
eine Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Weitere vorteilhafte erfindungsgemaBen isolierte Nukleinsauresequenzen sind 
Sequenzen ausgewahit aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder 
SEQ ID NO: 26 dargestellten Sequenz, 
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25 a) 
b) 

30 c) 



35 



haltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

SEQV Nn rS S" enZ ' dfe fQf ***** mjt in SEQ ID NO- 23 
^nS^^IS^f 27 rf ? r9eSt9,,ten Aminos^uresecuenz cfdWen 
sfo in Nirv oc w / t"° m ° ,09,e auf Ar "»nosaureebene mit SEQ ID NO- 23 

S"n e aT^r d 7 G — M — — qU e m ens ind 

a) ssssss-sir Q ,D "* a * s6Q ,d no: 30 * 

haltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

^S r r, Uen2mttderin SEQID 34<*er SE Q ,DNO: 36 

Sequenz ableiten lassen = 36 enmaltencle " «><«erenden 

Derivate der in SEQ ID NO* 34 oder qpn in mtv 

UdWn Co.es.enn Acy^nsferSe^f a^n' aU,We ' Sen ^ *• 
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Triacylglycerins einbauen, wie die Positionsanalysen der Lipide von LCPUFA- 
produzierenden Organismen zeigten. rA 

Die vorgenannten erfindungsgemaBen isolierten Nukleinsauresequenzen lassen sieh 
ZEE? JS?,*" f H 9 T n Nukteins -^sequen 2 en 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO- 41 SEQ in 
NO: 43 Oder SEQ ID NO: 45 dargestellten Sequenz, ' 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 

So 45 en^i n ri SEQ 39 ' SE ° ,D N ° : 41 « SEQ 10 NoT^oder SEQ ID 

NO. 45 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41 , SEQ ID NO- 43 Oder SEQ ID 
S ECHD ^0^ S SEO^n'^?^ UreSeC ' L,enZ ' dte 

S ,? ? ' SEQ ,D NO: 42 ' SEQ ,D NO: 44 Oder SEQ ID NO- 46 dar- 
gestellten Aminosauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf 

$eqThoTT SEQ ,D N ° : SEQ ,D NO: 42 « SEQ ID NatTder 
SSt a N ulefse a n UfWe,Sen "* Ac ^ A:L ^^^ 

Vorteilhaft stammen alle die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nuklein 
sauresequenzen aus einem eukaryontischen Organismus. VerWend6ten Nukle,n " 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen die fiir Pmto!n Q m * • 
Aktwitat , Diacylglycenn Acyttransferase-AktivWt otter Lecithin Cholesterin Ao/ltran, 

aT^ A t^ SatUrase "' A - 6 - Desa <"^, A-8-Desatuase-, A-9-DesaterieT^ 
A-12-o eS aturase., A-5-Elongase-, A-6-Elongase- Oder A-»ilo^SS 

Ar.i E iL?r n9e ^T rden d,e im Verfahren verw endeten Nukleinsauren vorteilhaft einer 

Amplifikat die gesamte kodogene Sequenz vom Start hie c* ^ ^ ' , 
■mAnschiuss en » Ampiin -^E^SSS^^S 

iteh SZno^an^"^ 9 T ?* ^^^Auft^hlnsS 
iicft Quattat und Quanttat erfolgen. Im Anschluss kann das Amplifikat nach e inam 
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Stand^dprotokoll gereinigt werden (z.B. Qiagen). Ein Aliquot des gereinigten Amoli- 

rungsvektoren sind dem Fachmann allgemein bekannt. Hierzu gehdren insbesondere 
Vektoren d.e in mikrobiellen Systemen replizierbar sind, also vor ailen SZ dTe 
eine effiziente Kionierung In Hefen oder Pilze gewahrleisten, und dte SabHe Trans 

S^ESZ^T^ 2X1 nennen sind -sbesondere ve^nfeLTe for 
die T-DNA-vermrttelte Transformation geeignete, binare und co-lntegrlerte Vektor- 
systeme. Derarbge Vektorsysteme sind in der Regel dadurch ^ekenS ^ 

sowie die T-DNA begrenzenden Sequenzen (T-DNA-Border) beinhalten Vorzuaswei^ 

toTin^r V f ° rSySteme 3UCh W6itere ci ^'atorische S^^SST 

I emmaSore ? ""d/oder Selektionsmarker, mitdenen entsprechertrans 
formierte Orgamsmen identifizlert werden k6nnen. Wahrend bei co-.ntegrierten tektor 
systemen , v,r-Gene und T-DNA-Sequenzen auf demselben Vektor 

ab^T^T 6 ^ WenlQStenS ^ Vektoren ' von de ^n eStrQene 
aber keine T-DNA und e.n zweiter T-DNA, jedoch kein vir-Gen tragt Dadurch sind 
letztere vektoren relativ klein, leicht zu manipulieren und sowohMn E coii als auch 

S^XS^ d ; 6Sen b,naren Vekt ° ren «**^ ^ktoL der 

Senen pBIB-HYG, pPZP, pBecks, pGreen. ErfindungsgemaB bevorzuot verwendPt 

werden Bin19. pB.101, pBinAR, pGPTV und pCAMB,A Ein uTZ qSS 
Vektoren und ihre yerwendung gibt Hellene et ai, Trends in Plant sSenc ^ (2000) 5 
446-451 Fur d,e Vektorpraparation konnen die Vektoren zunachst mit ResTriktions 
endonuwease(n) linearisiert und dann in geeigneter Weise enzymaS uSSST 
werden. Im Anschluss wlrd der Vektor gereinigt und ein Aliquot^ 2 Kio^Z 
eingesetzt Be, der Klonierung wird das enzymatisch geschnittenen unSderHchen- 
Ss 9 e e Z?r nTT r iCh Praparierten Vektorfragmenten mH 
pSd^L T 6,0 beslimmtos Nukleinsaurekonstrukt bzw. Vektor- oder 

Ptasm.dkonstrukt e.nen oder auch mehrere kodogene Genabschnitte aufweisen 
Vorzugswe.se sind die kodogenen Genabschnitte in diesen KonsfruWen^ft rpn,",.* 
torischen sequenzen funktiona, verknOpft. Zu den regufet^^ 
.nsbesondere pf lanzliche Sequenzen wie die oben beschriebenen Xomotoren una" 
Tennmatoren. D,e Konstrukte lassen sich vorteilhafterweise in Mikroomarmen 
.nsbesondere Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens, unter ^TekTen 
Bed.ngungen stabil propagieren und erm6g.ichen einen Transfer "on SSSSr 
DNA in Pflanzen oder Mikroorganismen. neteroioger 

vi^PnHltrM "?f ften „ Verwendun 9 von Klonierungsvektoren k6nnen die im Verfahren 
verwendeten Nuklemsauren, die erfinderischen Nukleinsauren und Nukleinsaure 
konstrukte in Organismen wie Mikroorganismen oder vortei.hafl Rlanze HHZacht 
werden und damit bei der Pflanzentransformation verwendet werde wT e dS qen 
d.e veroffentlicht sind in und dort zWert sind: Plant Molecular Biology and Btotechno 
togy (CRC Press Boca Raton, Florida), Kapite. 6/7, S. 71-119 (19M)f F F Wh^e 
Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in: Transgenic Plants Bd 1^*2 • 
and Utilization, Hrsgb, Kung und R. Wu, Academic Pre^ Efi W B ^ JenesTa. 
Techmques for Gene Transfer, In: Transgenic Plants, Bd. 1 , Engineering and UtiH ' 
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zation Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143: Potrvkus Annu 

h Rant M0,eC ' B,0L 42 < 1 991 >' 205 - 22 5))- Die ver 
wendeten Nukleinsauren. die erfinderischen Nukteinsauren und Nukleinsau"e- 
konstrukte und/oder Vektoren lassen sich damit zur gentechnotog^^ 
ernes brerten Spektrums an Organismen vorteilhaft an Pflanzen verwenden ^ dasT 
d.ese bessere und/oder effizientere Produzenten von PUFAs werden 

Es gibt eine Reihe von Mechanismen, durch die die Veranderung eines erfindunas- 
emaBen Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphTt l^^Le- 
D,acylg lycenn ^.transferase- oder Lecithin Cholesterin Acy^transfeale-^ ' 
Ausbeute Produktion und/oder Effizienz der Produklion einer Feinchemfcalto au Reiner 
Olfruchtpflanze Oder einem Mikroorganismus aufgrund eines veranderte ^ Proteus 

ZT e 0^TJZ:^^ b] T ~ d6S ^hosphatidSuTCans- 
L^fwn "" 3 - p J 0s P hat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- oder 
Lecithin Cholestenn Acyltransferase-Proteins Oder -Gens sowie von GenkombinaLen 
mrtz.B Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, Desaturasen und/oder Eton 

dTnTv o r ra ?^ Seln : S ° ^ ^ Men9en der P^enenZ^Z^n 
de novo hergestellt werden, weil den Organismen diese Aktivitat und Fahigkeitzur 
B,osynthese vor dem Einbringen des/der entsprechenden Gens/Gene fehte Ent 
sprechendes gift fur die Kombination mit weiteren Desaturasen ode BomsZ oder 
werteren Enzymen aus dem Fettsaure- und Lipidstoffwechsel. Auch di^endunq 
versch,edener divergenter, d.h. auf DNA-Sequenzebene unterschiedthe*^^^^^^^ 
kanndabe. vorteilhaft sein bzw. die Verwendung von Promotoren £o%e£^ 
dje eine andere zeitliche Genexpression z.B. abhangig vom Reifegrad JnTwns 
oderOI-speicherndenGewebesermoglicht. s 

nhTJ^f B " brfngen elnes Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phos- 

Acyrtransferase-, Lecithin Cho lesterto Acy. 
ZtS r'* C yl ^ A:L y s °P h0S P h °»P»ci-Acyltransferase-, Desaturase- und/oSer 
f nhSnh;?! ^ ^P^Phatidsaure Acyltransferase-, Glycerin - 

3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase-, Lecithin Cholesterin 
Acyltransferase- 

SEE? ^ m f ^ ° r9anfemus a,,ein oder * Kombination mit anderan Gen^nTn 
e ne Zelle kann n,cht nur den Biosynthesefluss zum Endprodukt erhoht sondem auch 
d,e entsprechende Triacylglycerin-Zusammensetzung erhoht oder 6ewTge£tener> 

stoffen, d.e zur B,osynthese einer oder mehrerer Feinchemikalien (z B Fettsauren 
polarer, und neutralen Lipiden) n6tig sind, erhoht sein, so dass 11 Konz^mSion 

Innelto ££' T,*?™ °* r 2wisch -verbindungen innerhab SSS Zer 
mnerhalb des Spe.cherkompartiments erheht ist, wodurch die Fahigkeit der Zellen 
zur Produkt,on von PUFAs, wie im folgenden beschrieben, welter getfeigert wl d Fett 
SSrn a 'f einchemikalien ^ens^T^lZ 
der Aktivrtat oder Erhohung der Anzahl einer oder mehrerer Lysophosphatidsaure Acvl- 
ransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin A^ransferase 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-, Acy>.CoA:LysophoX^^^^^ 



BASF Plant Science GmbH 



20030823 



PF 54966 DE 



27 



Desaturase- und/oder Elongase-Gene, die an der Biosynthese dieser Verbindungen 
beteiligt sind, Oder durch Zerstoren der Aktivitat einer Oder mehrerer Gene die am 
Abbau dieser Verbindungen beteiligt sind, kann es moglich sein, die Ausbeute 
Produktion und/oder Effizienz der Produktion von Fettsaure- und Lipidmolekulen 
aus Organismen und vorteilhaft aus Pflanzen zu steigern. 

Die im erfinduhgsgemaBen Verfahren verwendeten isolierten Nukleinsauremolekule 
codieren fOr Proteine Oder Teile von diesen, wobei die Proteine oder das einzelne 
Protein oder Teile davon eine Aminosauresequenz enthalt, die ausreichend homolog 

zu einer Aminosauresequenz der Sequenz SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO- 5 SEQ ID 
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17 SEQ ID 
NO: 19, SEQ ID NO: 21 , SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO 27 SEQ ID 
NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 1st so 
dass ; das Protein oder der Teil davon eine aufweisen und eine aquivalente Lysophos- 
phatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat 
DBcylglycenn Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase- ' 
Akhytot be.beha.lt Vorzugsweise hat das Protein oder der Teil davon, das/der von dem 
NukleinsauremolekQI kodiert wird, noch seine wesentliche enzymatische Aktivitat und 
die Fah.gkert, am Stoffwechsel von zum Aufbau von Zellmembranen oder Upidkorper- 
chen in Organismen vorteilhaft in Pflanzen notwendigen Verbindungen oder am Trans- 
port von Molekulen (iber diese Mernbranen teilzunehmen noch hat. Vorteilhaft 1st das 
von den NukleinsauremolekCilen kodierte Protein zu mindestens etwa 40 %, vorzuqs- 
weise mindestens etwa 60 % und starker bevorzugt mindestens etwa 70 % 80 % 
oder 90 % und am starksten bevorzugt mindestens etwa 95 %, 96 %, 97 %' 98 % 
99 % oder mehr homolog zu einer Aminosauresequenz der SequenzSEQ ID NO-2 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO- 15 

f IS!!? 17 * SEQ ,D NO: 19 ' SEQ ,D NO: 21 « SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO- 25 
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO- 35 

I? 8 ™! J N ° : 3? ' ,m Slnne der Erfind " n 9 «st unter Homologie oder homolog, 
Identitat oder identisch zu verstehen. 

Unter wesentlicher enzymatischer Aktivitat der verwendeten erfindungsgemaBen 
Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacyl- 
glycenn Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen istzu verstehen 
dass s.e gegenOber den durch die Sequenz mit SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO- 3 SEQ lb 
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO- 11 SEQ ID NO 13 
SEQ «D NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO & 
I=S ° 24 ' SEQ ,D NO: 26 ' SEQ ID NO: 28 « SE Q «D NO: 30, SEQ ID N 0 : 3 2 ' 

fvl l£ l 34 ( L d8r . S f Q ,D N ° : 36 Und deren Derjvate codferten Proteinen/Enzymen 
im Vergleich noch mindestens eine enzymatische Aktivitat von mindestens 10 % 

h! b t S °? ders Devorzu 9 t 30 % und ganz besonders 40 % aufweisen und 

damit am Stoffwechsel von zum Aufbau von Fettsauren, Fettsaureester wie Diacyl- 
glycende und/oder Triacylglyceride in einem Organismus vorteilhaft einer Pflanzen-lle 
no^vendigen Verbindungen oder am Transport von Molekulen Ober Mernbranen teil- 
nehmen konnen, wobei desaturierte C18-, C20-, C22- oder C24-Kohlenstoffketten im 
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™ e ~r s S Pe,bindUn98n a " «* I <* vler Oder 

mltrella, ThrausloohS ftZ r*" 1 Sh9wani *'. Phyaco- 

Muecarloidee, ^1^37^^ ,S0Ch,ySlS ' Aleu ' te - 

Nematoden wie Caenort.»hrfi«. 7™ - . ^ ' c 'W >,h eoodimum Oder aus 

hanedai, Phys^Cl,' ^ra^T ^ ^ 

Muscartoldes vtenii, MortJerella aiKS£ SST S." 13 ™' Aleurlta ferlnosa - 
odar besonders vorteilhan « SSSSSS?" ^ e ° daC *' um «"»«»> 

transferasen odar L^timSS^SS^T"^^ °<acylglyeerln Acyl- 
tidsequenz der SEQ ID NoTs?mS^?^^f n C ° C * eren ' die an 9in8 N "*"*>- 
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ* ID J?,? SEO .n SEQ ID NO: 6 ' SE ° '° 

NO: 16, SEQ ID NO: 8 SEQ mm 20^™^^ !? N0: 14 ' SEQ ID 
NO: 26. SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO* 30* |m d 2? 2' ffS ' D N ° : 24 ' SEQ ID 
SEQ ID Na 36 hybridlsleren r B W: ^ SEQ ID NO: 34 a*" 

nyonas-eren, z.B. unteratnngenten Bedlngungen hybrldialeran 

Mikroorgan^en odar SST^ ° r9an ' 8n,en ™' e 

^A^^^^~ erflndedacben LysophospHaHd- 
transferasen odar UoltteSaeS A^L^i D 'acylglyoari n Acyl- 
seureaequenzen, die tor die to Ko^Wn^f^ C °* ,ren sowie * ■*"<■•*- 

Aoynransteraae,,: * 

mehraren Regulationssignalen vorteSeme L^S^ ""T, mit einem oc,er 
funktionell verknflpft. Diese reoulator^r.?^ Er hohung der Genexpresalon 

der Gene und der Protek,ex£2 ^e^lalSnT" I*" ^ 99Zie ' te E **><*s™ 
Wirtaorganlamus bedeman^a JdT s G^e^n ^fVf"" beil * iel ^sa ie naoh 
uberexprtmlert wird. odeTSaasS s^>rt -T^I J " U ^ M ° n exprimlert und/ °*-' 
sPtetevrcleehandel ee aLS 

an die Induktoren Oder Repreiorer S lato f ch8n S*Wenzen urn Sequenzen 
reguiieran. Zueatzli* a XLTneue^ R^ol? 80 * Expr8SSton der »«*■*■• 
Sequenzen kann die ^^^^^ 0n ^* men °* r <»eser 
Strukturgenen noch vomanden aeTu^ a ±T TOr den ^entliohen 

aein, so daea die r^^^lj.^S^r?* ~*" 
erh6M wurde. Die Expresstonskassette^- l-^i? ? 6 Ex P re8sion <«* Gene 
kann aber auch elnfacher ££mtt2E£? ""'f* = ^" k °"-*"--<<> 
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der natOrllche Promoter mit seiner Regulation wurde nicht entfemt Stenrt^.^ ,^ 
die nattrtiohe Regulationssequenz so muBert, dass koine R Stamehfe^W 
ond/oder die Genexpression gestelgert wlrd. Diese veranderten ZZSL 
h Mm »on Teilsequenzen (. Promoter mit Teiien der enhdungSmMen iS 
sauresequenzen) auch anein vor das natOriiche Gen zur Sleigen^^S 
gebracht warden. Das Gankonstrukt kann auSerdem vorteilhaU^sra^S, a orter 

fcrase-, A-6-Deaaturasa- und/oder A-8-Desatumse-Geo. .ZT^l 

das Genkonstrukt oder die Genkonstrukte in einem oder mehrere^Vektoren tnsenT 
zusammen in einem Genkonstrukt vorliegen. expnmierenoen Gene 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie oben beschrieben 

TranSlaBOn ^ ' ndem - die slaSrr^NA 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung sind ein oder mPh«*r« r 0 «t™* ^ 

So^r hrere SeqUSn2en 6ntha,ten » * durch Seq^n^^ d,e 
SEQ iD NO: 4, SEQ iD NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO 9 SEQ f D NO iT^po .n 
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO- 18 SEQ ID NO £ ££S 
NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO* 28 Sq D no" 30 S n 

SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 SEQ D NO-' 29 H D S ' 
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO- kodleren Dis ns^nnti i ' 
phosphaMsaure Acytansferasen, Glycerin^S^^"^ 1 ^- 

vorteilhaft zu einem Austausch bzw. Einbau der Fettsauren 2wi«:rhon m 

D, un*oderT„g*e„dpco, der ZeNe and dem cZ£2Z2^£&. 
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er a-u J88 186 (Benzylsulfonamidnnduzierbar) Plant J o laaoia-r-A™ ^ * 
et al., Tetracyclin-induzierbar) EP-A-0 335 bSiIHII • 99 2- 397 ~404 (Gate 
WO 93/21 ^ /Pth a ««i IT A . T (Abzisinsaure-mduzlerbar) Oder 

Zugangsnr. U87999) Oder der in EP-A-0 249 6761 * " (Genbank - 

una in ub 5,608,152 (Napin-Promotor aus Raps) WO 98/«Afii /™ ■ 

aus Arobidopsis), US 5 504 200 (Pha^rSo » 98/45461 (Oleosin-Promotor 
WO 91/1398T fS^£S 7 (Phaseolin-Promotor aus Phaseolus vulgaris), 

SSKJT ^ BraSSlCa) ' VOn Baeum,e5n et al - p 'ant J., 2 2 

(WO 95/1 5389 und WO 95/2323m h™h1£ o f 'Pt-1-Promotor aus Gerste 
WO 99/l68Qn hl^hrioL Horde,n " Pr omotor aus Gerste und andere, in 

wu 99/1 6890 beschnebene geeignete Promotoren. 

Es ist im Prinzip moglich, alle natiiriichen Promotoren mit ihren Rpn.,i a «o„oo« 
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— we rtOT . *™ sr^r^r P ~r isch in o,saa,en 

bzw. solche Promotoren die im B^Iil » veiwendet werelen, 

5 spe^sohe ^"^SKST r* Samen - 
monokotolydonen Pflanzen isoliert i-T dlkoto| y*»ien als audi aus 

zugte Promotoren 2« 9 7 *" * d V0rteilhan8 bew - 

[Baumleln eta.., Mo,. It gITi^TSmT ^ Und Woi " n «"■*«■» 
Acywarder Protein (Raps, SSl^ffR?' 

[EP 781 849]. 1 P ' [ S 5 ' 689 - 04 °] ocler a-Amylase (Gerste) 

Die Pflanzengenexpression lasst sich auch Ober sin™ ,* om , e( * • ^ . 
Promoter erleichtern (siehe eine ObersicW "in £2 1 ! ° h ,nduz,erbaren 
Piant Mai. Biol., 48:89-108) OhinSSSJJiSf t ' ^ ReV ' P,ant Ph V sio1 - 
senders, wenn gewOnscht wird teTJ^n Promotoren <*»en sich be- 

erfolgt. Beispiele^soT^ ^"expression auf zeitspezifische Weise 

transferase, Dia^gUnAS^ 

ferase, die vorteilhafte Acyl-(^ALysoDhosDhoH^H I « f. !f " Cholesterin Acyltrans- 
die A-5-Desaturase, die l^^^^^t^"^ 56 ' A-4-Desaturase, 
gase, die A-6-Elongase und/ode ^^P^o w"^ Und/ ° der dle A " 5 - Eton - 
eigenen bevorzugt eines ZnscMed^nvT . C ° d,eren ' Unter der Kontr °«e eines 

ereignissen fuhren konnen Die Fvnroo^L^L • 2U Rek omb'nations- 

dass einem Promoter ein^ IgeSlo^!!!^ ? VOrtei,haft so auf 9 eba * 
Nukleinsaure folgt vorteS^ln e^dSS « ^T 0 " der 20 e *P«™erenden 
Terminator hinte?dem PolyHnker He* 21 Z > " SCh ,eBend Qegebenenfails ein 
zugt drei-, vier- oderTunfma Tso^SsZ^* Sich mehrfach b *™' 

gefuhrt werden und s Tr LZ^on ^ " einem Konstrukt ^sammen- 

konnen. Vorteilha hSISSSS AWo^ 9 ^ ^ elngebracht werden 
sequenzen werden zur taw! ! 1 ^ 9 S 2U dreimal - Die Nukleinsaure- 

-neigenen^^ 
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moglichmehrereNukleinsauresequenzenhintereinpmProm^, ^ _x 

35 Elongase-, A-6-Elongase- Oder A-9-Bongase ' ^-Desaturase-, A-5- 

Dabei konnen die vorgenannten Nukleinsauren bzw Gene in Knmhin a+i «„ - 
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dadurch erhohen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhaft- 
erweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie 
Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine 
Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA 
5 verbessert wird. Die Expressionskassetten konnen prinzipiell direkt zum Einbringen 
in die Pflanze verwendet werden Oder aber in einen Vektoren eingebracht werden. 

Diese vorteilhaften Vektoren, vorzugsweise Expressionsvektoren, enthalten die im 
Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die fOr Lysophosphatidsaure Acyltransferasen 
Glycenn-3-phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin Acyltransferasen Oder Lecithin 
1 0 Cholestenn Acyltransferasen codieren, oder ein Nukleinsaurekonstrukt, die die ver- 
wendeten Nukleinsaure allein Oder in Kombination mit weiteren Biosynthesegenen 
des Fettsaure- oder Upidstoffwechsels wie den Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltrans- 
ferasen, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Desaturase, A-8-Desatuase A-9-Desa- 
turase, A-12-Desaturase, A-5-Elongase, A-6-Elongase und/oder A-9-Elongase Wie 
h«er verwendet, betrifft der Begriff "Vektor* ein NukleinsauremolekGI, das eine andere 
Nukleinsaure transportieren kann, an welche es gebunden ist. Ein Vektortyp Ist ein 
"Plasmid", was fQr eine zirkulare doppelstrangige DNA-Schleife stent, in die zusatz- 
lichen DNA-Segmente ligiert werden kOnnen. Bn weiterer Vektortyp ist ein viraler 
Vektor, wobei zusatzliche DNA-Segmente in das virale Genom ligiert werden konnen 
20 Bestimmte Vektoren konnen in einer Wirtszelle, in die sie eingebracht wordeh sind 
autonom replizieren (z.B. Bakterienvektoren mit bakteriellem Replikationsursprung) 
Andere Vektoren werden vorteilhaft beim Einbringen in die Wirtszelle in das Genom 
einer Wirtszelle integriert und dadurch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert Zu- 
dem konnen bestimmte Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funktions- 
25 fahig verbunden sind, steuern. Diese Vektoren werden hier als "Expressionsvektoren" 
bezeichnet. Gewohnfich haben Expressionsvektoren, die fur DNA-Rekombinations- 
techniken geeignet sind, die Form von Plasmiden. In der vorliegenden Beschreibung 
konnen "Plasmid" und "Vektor" austauschbar verwendet werden, da das Plasmid die 
am haufigsten verwendete Vektorform ist. Die Erfindung soil jedoch diese anderen 
|30 Expressionsvektorformen, wie virale Vektoren, die ahnliche Funktionen ausQben 

umfassen. Femer soil der Begriff Vektor auch andere Vektoren, die dem Fachmann 
bekannt sind, wie Phagen, Viren, wie SV40, CMV, TMV, Transposons, IS-Elemente 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare DNA, umfassen. 

Die im Verfahren vorteilhaft verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren 
35 umfassen die die unten beschriebenen Nukleinsauren oder das oben beschriebene 
Genkonstrukt in einer Form, die sich zur Expression der verwendeten Nukleinsauren 
in einer Wirtszelle eignen, was bedeutet, dass die rekombinanten Expressions- 
vektoren eine oder mehrere Regulationssequenzen, ausgewahlt auf der Basis 
der zur Expression zu verwendenden Wirtszellen, die mit der zu exprimierenden 
40 Nukleinsauresequenz f unktionsfahig verbunden ist, umfasst. In einem rekombinanten 
Expressionsvektor bedeutet "funktionsfahig verbunden", dass die Nukleotidsequenz 
von Interesse derart an die Regulationssequenz(en) gebunden ist, dass die Expression 
der Nukleotidsequenz moglich ist und sie aneinander gebunden sind, so dass beide 
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in~ Action erfuilen (,B. 

der Vektor in die iSSnS ^e^e^hf C ^T 6m 0der h 6fner WirtS2e «*. wenn 
Promotoren, Enhance" ^ 

Herungssignale) umfassen Diese ntro,,e,emente <*-B. Polyadeny- 
Goeddel: Gene Expressfon T^noKlTr ta besc ^«eben in . 
Press, San DiegoTcA (T^^^^W Enzymo, °9y ^ Academic 
Molecular BW^^SSS^^^^ ^ in: Method * * 
Glick und Thompson, Kapitel 7 8^1^^ °? Rat ° n ' Rorida ' Hrs 9 b - : 
Resulattonsseq^^ der Literaturstellen darin. 

Nukieotidsequenz i ^S^SEfiSS JES.* Exprcss,on ei ™ 

Expression der NuWeotidseoueS « « * U ° d S ° ,Che ' we,che dle 
Bedingungen steuen weislS" r lrtS2e " en Unter bestimmten 
vektors von Faktoren, wie defAuswahS'^ ♦ Jf Gestaltun 9 *» Expressions- 
AusmaBder Expression de^s^ 

glycerin Acyltransferasen ^2^^^^"- Diacyl- 
Phospholipid-Acyttransfe^ 
eukaryotischen Zellen gestalte sin D^Z t ^ n f aS6n ln P ro ^otischen oder 
VektorkonstruktiOn der En£c^ da hiu * 2wi ^enschritte der 

Beispie.sweise k6nnen iJSS^^ durchgefQhrt werden. 

Acyltransferase-, DiacylgLerin aSS^^T"*™**- G, ycerin-3-phosphat 
Acyi-CoALysophosphol^iS Cho,esteri " Acyltransferase-, 

bakterielien Zellen, InsekLzelte^ " nd/oder ^ongase-Gene in 

vektoren), Hefe- und anderen PHzzellen ^ r 9 ™ Bacu,ov ™s-*<Pressions- 
gene expression in yeast ^S?^S£5^^ et a '" < 1992 > foreign 
et al. (1991) -Heterologous gen Z£^on^ '7*" den H ° nde '' CAM ^. 
Manipulations in FungU.W B^nn^^ m: More Gene 

Press: San Diego; und van de* ^Hondt. C A ^ *T" S ' 396 " 428: Academic 
systems and vector developmenVfor fite^ P J ' < 1 991 > "Gene transfer 

of Fungi, Peberdy, J.F., e i : a? H^ ^ Cambrid^ f, PP,led Mo,ac ^ defies 
bridge), Algen (Falciatore et al 1999 M ari nf b ♦ . ndge Un,ver «% Press: Cam- 
der Typen: Holotrichia, PeSil *^^T™^' 3 *^»' 
Cdpidium, Glaucoma, Pla^a ^ Paramecium, 
Engelmaniella und St^onychte, ^sbe2 n ^ Eu P'°tes, 
Vektoren nach einem Transform^ Ga " Un9 St y ,0 ^hia lemnae, mit 

sowie bevorzugt in Zelien viefc™^ * WO 98/01572, 

(1988) "High efficiency AgrobacteriumTmf^i hmidt ' R " und WH, mteer, L 

Arabidopsis thaliana £* of 
Molecular Biology and BiotechnoToov C r J Rep.:583-586; Plant 
119 (1993); F.F. White, B. Jm^^^^^ F '° rida ' Ka P* a ' S.71- 
Plants, Bd. 1, Engineering and Utilizaion H S ^ e " e Tfansfer ' fn: Tra "sgenic 
(1993), 128-43; Potrykus^nnu * ^ A ° ademfc Press 

win rnysioi. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205- 
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mology 185, Acadenl pfe^ dZ^^> ^°!Tk^ S in & ^ 
vektor kann alternate, zum Beisolel iXr v^ll^'' r9k ° mb "»nt« Btpressions- 

Oder nicm-Fusionsproteinen ateuernTSrF^ e p Express,on von Fusi °"*- 
pGEX (Pharmacia Biotech Inc- Smtth Tc ^^s-Bipreseionevektoren sind u.a. 
10 pMAL (New England Bioll ^ mi « SEXf* W ."5 °"" 6731 ^ 
bei denen Glutathion-S-Tranaerase msr, = (Phamtaca, Plscataway, NJ), 

A an das rekombinante Zielp^Snlu S^^ 6 E " blndendes Pr0 W" <sw. Protein 

Beispiele fur geeignete induzierbare nicht-Fusion* p ~« c 
u.a. pTrc (Amann et al. (1988) Gene SShSEE. ^ OT "l B ' PreSSfonsvektoren sind 
5 Expression Technology- 'SSSSS^2!^S PET 1 1d (Studfer et a '" Gene 
Kalifornien (1 990 ) 80% rtlSSSSSS ' *?* n * > PreSS ' San Die 9°« 
Transition durch wIZrnapSvZZ pTrc - Vektor b *™ht auf der 

^elg'ene^ 

einem T7-gn10-lac-Fusions-Promnt«r nil auf der Tr anskription von 

20 Polymerase (T7 ^O^nC^CTn^ZS'rT Vlra ' e " RNA " 
stammen BL21 (DE3) oder HMSiya Z v " alePol > TO9 rasc vwrd von den Wirts- 

bereltaestellt, deV ein £ ^ ^^S'? e ™ m reSlden,en ^°Phagen 
Promoters Wrgt 901 Qen umer der Transknptlonskonttolle dee lacUV s- 

Relhe, »ie pflf^^S^STSTT^f °°" pLG338 ' PACYC184, die pBR— 

PKC3o. P Re p p4^ s : T^^™^T^ 9 ^ MU3m ^°<»°- 

A9111 or pBdCI. In S^omycesS ' pUR290 ' *N-«M 13-B1, 

P"B110.pC1 9 4oderp E ^/^^- l ~^Bac» U s 

^B^TvZ^^^ Hxpresstonsveldor eln Hete-Expressions- 

Herskowitz (1982) Cell 30-933-94^ n iqvoc ,t Z . '* pMFa ( Kur Jan und 

sov^e pYES^ Om^enX^T D^S W v 1 <1987) Gene 54:1 13 " 123 > 
Konstruktion von Vektoren die m.,^? 1 ? Vektoren ""d Vertahren zur 
fflamenWsen Pllzen eS^nC^T^**" 9 anderen Pilzen - **> *>n 
in: van den Hond* ffiTfSS Sj^ES "T beS ° hri9ben Sind 

--ene^ons^^^^^ 
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P^TvEp^ Hefevektoren sind beispielsweise 

5 ferasen, ^Co^^J^^^^ Oholestenn Acyltrans- 
gasen in ^sektBnzellen urJyeZn^^Z ^' Desaturasen un <*>der Elon- 
exprimiert warden. BaculoviL-Ve^oln m« B i CU,ov,rus - Ex P''ession S velctoren 
gezQchteten Insektenze"^^^^ 2u rf r ^ res ^n von Protainen In 
(Smith at al. (1983) Mol. Cei. B fo, *E^T^J** Umfassen dle P Ac ' R ^e 
10 Summers (1989) Virology 170:31-39) > pVL - Relhe C-ucklow und 

n^ran 3 ^rblick Ober megliche geeig- 
beschrieben in: Coning V^E£j£^ M ^ 

New York-Oxford, 1985, ISBN 0 444 90401^SL ' E,S6Vler ' ^^dam- 

fQr prokaryotische und eukaryotischeSllen 1^ ' 9nete ^ssionssysteme 
Sambrook, J., Fritsch, E.F und Mani^ t m , *" Kapite,n 16 und 17 v °" 
2. Auflage, Cold Spring ^£^ T £^ ?! 0nin * A ^tory Manual, 
Spring Harbor, NY, 1989. Laborator y' &>l<i Spnng Harbor Laboratory Press, Cold 

£y^ ~ Lysop.osp.atids.ure 

ferasan, Lecithin Cholasterin AcJSfe^ f TTi D' 30 ^ 06 "* Acyltrans- 
transferasen, Desaturasen unSrETonnH ' ^'^^Phospholipid-Acyl- 
Algen), siehe Falciatore et al 19^ f 126 '" 96 ' 1 ^enzellen (wie 

zltiartaUteraturangaben^ndR^^^ "nddarin 
Phyten, wie Feldfruchten axpr^Te^ (z B ' S **™*°- 

vektoren umfassen solche, die ^a^^JT^ ** R,an2e "-^ressions- 
Sche.1, J., und Masterson, R (1 992) "New p^it binan/ "? * ^ ° ' Kemper ' E " 
ocated proximal to the left bonJer" P^m^^^* Selectab,e mafker * 
(1984) "Binary Agrobacterium vectorefo nlant^ncf ° ;11 ^ 1197 ' un <* Bevan, M.W. 
12:871 1 -8721; Vectors for Gene Tra^ Nucl ' Acid * Res. 

Bd. 1, Engineering and Utilization * 9 her P,ants « in: Transgenic Plants, 

S. 15-38. «Mon. Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press 1993 
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erfOHen kann, beiepielswefee ^SnXmncZr? T T inasi ° n ^rTra^kripto, 
"erungsslgnale slnd diejenigen dVa^ °^ 8 " e9vorai 0te Pelyadeny 

wie das als OctopinsynL^nnrG^^ EE »™<«"*T^ tfammen, 
EMBO J. 3 (1984) 835ff.) oder funktoneTle Arntt ^T"* 5 pTiACH5 < Glele " « al- 
to Pflanzen .unfcione,, ejiiven * ^ 
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bunden Sequen jrv^^a^^™™ 98 ™ 6 ' 38 andere '""KUonsfthig ver- 
weiche die ^Za^n^St °~ 
. 8 ™;V~er^^ 

Oder gewebespeziflschaXiSdurSnhi m XPreSS *° n auf rechl »«Be. »»■ 

Promotoren (tonto ^1 fi££"^ ^S^° mctoren sind 

Pflanzenvfron sta^men ^Tcamv ^t^ 02 '' <**»*»n. die von . 

* der In US 4,963,028 beschriebene dJ2£?E2£S 

Genproduktes in sein entsprSnendes ZelkS ^ enZe "' * ^rung des 
Obereioht in Kermode, SrHev 7T?^, not «"^ Slnd (siehe elne 

Ueraturetellen), belepie^e in Tv^uoS IK dadn ** 
wieAmyloplasten ChloroDlastan rZ^ZTt zenkem - H» Aden von Plastiden, 

ohondrien, P das aC^n^SX^ptri^ T ' * ^ 
Kompartimente von Pflanzenzellen. Perox,som en ""d andere 

Plant Physiol. Rant Z 11% TZ '" '^ 1 " 7 ' Annu - Rev - 
sich besonders, wenn gewSnscw'^rc *'<^ A '"*™>rbare Promotoren eignen 
Weise edolgt BetapWeTSSL XLt^ !" expresslon «* ^'tspezifische 
Promoter (WO 9^T 9 4*n e^e^Jn ^ eln ^aure-induzierbarer 

p^ d. 2 ,^c ^ssssrsss 1 ^ <Gaz 64 a,(i " 2 » 

SSSS^'S^^ -g te ren, sind 

(Ward at al.. Plant. Mo . ^S7^^^?T^^ PRp 1-Gen-Promotor 
Promotor aus Tomate (US s wr ■ , , ^ er Mz " n *«H*«i» hspao- 
eus K^c^»5Sf* i!j£tr!?^ Alphaamylaae-Promotor 
(EP-A-0 375 091). aW1Z814) *' dureh w "™ten induzieroare pinll-Promotor 

emwickelnden Embiyoa Qeeionete , Pm™£f? ? ^ Endosperms und dea sieh 
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aus Brassica (WO 91/13980) Oder der Legumin-B4-Promotor (LeB4; Baeumlein et al., 
1 992, Plant Journal, 2 (2):233-9) sowie Promotoren, welche die samenspezif ische 
Expression in Monokotyledonen-Pflanzen, wie Mais, Gerste, Weizen, Roggen, Reis 
usw. herbeifQhren. Geeignete beachtenswerte Promotoren sind der Ipt2- oder Ipt1- 
Gen-Promotor aus Gerste (WO 95/15389 und WO 95/23230) Oder die in WO 99/16890 
beschriebenen (Promotoren aus dem Gersten-Hordein-Gen, dem Reis-Glutelin-Gen, 
dem Reis-Oryzin-Gen, dem Reis-Prolamin-Gen, dem Weizen-Gliadin-Gen, Weizen-' 
Glutelin-Gen, dem Mais-Zein-Gen, dem Hafer-Glutelin-Gen, dem Sorghum-Kasirin- 
Gen, dem Roggen-Secalin-Gen). 

Insbesondere kann die multiparallele Expression der im Verfahren verwendeten Lyso- 
phosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacyl- 
glycerin Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen allein Oder in 
Kombination mit Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, Desaturasen und/oder 
Elongasen gewOnscht sein. Die Einfiihrung solcher Expressionskassetten kann uber 
eine simultane Transformation mehrerer einzelner Expressionskonstrukte erfolgen oder 
bevorzugt durch Kombination mehrerer Expressionskassetten auf einem Konstrukt. 
Auch kdnnen mehrere Vektoren mit jeweils mehreren Expressionskassetten trans- 
formiert und auf die Wirtszelle ubertragen werden. 

Ebenfalls besonders geeignet sind Promotoren, welche die plastidenspezifische 
Expression herbeifuhren, da Plastiden das Kompartiment sind, in dem die Vorlaufer 
sowie einige Endprodukte der Lipidbiosynthese synthetisiert werden. Geeignete 
Promotoren, wie der virale RNA-Polymerase-Promotor, sind beschrieben in 
WO 95/16783 und WO 97/06250, und der clpP-Promotor aus Arabidopsis, beschrieben 
in WO 99/46394. 

Vektor-DNA lasst sich in prokaryotische oder eukaryotische Zellen uber herkomm- 
liche Transformations- oder Transfektionstechniken einbringen. Die Begriffe Trans- 
formation" und Transfektion", Konjugation und Transduktion, wie hier verwendet 
sollen eine Vielzahl von im Stand der Technik bekannten Verfahren zum Einbringen 
fremder Nukleinsaure (z.B. DNA) in eine Wirtszelle, einschlieBlich Calciumphosphat- 
oder Calciumchlorid-Copraziprtation, DEAE-Dextran-vermittelte Transfektion, Lipo- 
fektion, naturliche Kompetenz, chemisch vermittelter Transfer, Eiektroporation oder 
Teilchenbeschuss, umfassen. Geeignete Verfahren zur Transformation oder Trans- 
fektion von Wirtszellen, einschlieBlich Pflanzenzellen, lassen sich finden in Sambrook 
et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 2. Aufl., Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und 
anderen Labor-HandbOchern, wie Methods in Molecular Biology, 1995, Bd. 44, Agro- 
bacterium protocols, Hrsgb: Gartland und Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey. 

Wirtszellen, die im Prinzip zum Aufnehmen der erfindungsgemaBen Nukleinsaure, des 
erfindungsgemaBen Genproduktes oder des erfindungsgemaBen Vektors geeignet 
sind, sind alle prokaryotischen oder eukaryotischen Organismen. Die vorteilhafter- 
weise verwendeten Wirtsorganismen sind Mikroorganismen, wie Pilze oder Hefen oder 
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PflanzenzellenvorzugsweisePflanzenoderTeiledavon pii™ u«* - 
werden vorzugsweise verwendet, ^J^ot^'^TZT ™ 
bevorzuat Pflanzen wi*> rt» nw ,kMi. ^. ^ vu, * u y l "onzen, ganz besonders 

-mJ?5££ N^S^^L B tf M9 " 9en an ^erblndungen 
Sonnenblume, B^ete^^^'^tf ^ ^ Safflor - 
Reis, Gerete, Baumwolle l^irHX7ar*S ^I 26 "' R ° 009n - ^ Triticale ' 
Kartoffel, Tabak, Aubergine ^»T^? Solanaceen-Pflanzen, wie 

(Kaffee, Kakao, Vee), Zrn^^ ^ 8 ' AlfeNa ' ^^nzen 

Graser und Futterfeldfr^Me Besont^ hi™ ^ ' K ° kosnu8s > •«* ausdauemde 
Olfruchtpnanzen, -.^US^EfSSfT erfi ^ s 9 em « Se sind 
blume. Safflor, Baume (Olpalrne! SueT ' Sonnen- 

MMH G^oe*IXZt^S^ 1 iiS^ a '^ Ure Acyltransferase- 
Akflvitat oder Lecithin cSEtoT^r^^^? D,ao ^ l )«=«rtn Acyltransferase- 
durch die Nuk, el n sa ur^e^^C^;r V f , ..?? eran ' WObal dia 

m,„des.ene einer Doppelbindungen im F 6 L^SkC^T^ ,8n "* 
VMM. Isolde NuKteineaureeeouenzen sind Sequenzen auagewah,, aus der 

NO: ,3. SEQ ID NO: 4, SEC ID N<£ « f SEQ^Mn « ? "? SK> ' D 
25 dargestellten Sequenz, ' EQ 10 NO: 18 0<far SK "D NO: 20 

SEQ ID NO: 7, SEC fS X aM»r!« w?J? Na 4 ' SEQ 10 NO: 6 ' 
SEQ ID NO: 16, aB B^*"^"" N ° : 13 ' SEQ ID NO: 14, 
Sequenz ableiten laesen ° : 20 9n *»«««ten codierenden 

e) Derlvate der In SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO- 3 Seo in Mr. „ ^ 

NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder SEQ ID NO* 21 «SrST a • ' SE ° '° 
codieren und mindestens 40 »/Sl n . f a'Sestellten Aminosauresequenz 
NO- 2 SEQ ID NO r^mn °^ 0 ° 9,e 3Uf Amln °saureebene mit SEQ ID 
NO 15 SEQ^ ^0 ™ ,D » ,D 10 » SE « '° NO: 12, SEQ ,D 
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5 b) 




We^crte,, hafte IsoHede Nufclelnsauresequenzen « Sequenzen ^ aus 

harden cooVerenden Se^eSa^ 4 ^ '° NO: 26 
c) Derivate der in SEQ ID NO" 22 spo in Mh. «■». -4 

SEQ ID NO: 25 Oder SEQ IS ^NO • £222. A ' - ' D N0: 23 ' 
und mlndestens 40 % HomotooS'S A™™*auresequenz codleren 

SEQ ID NO- 25 oder seo inS? ~ A™»saureebene mlt SEQ ID NO: 23, 
AoyHraJer^-^SaS„ 27aU,WelSen *" ^""^hospha. 

TZ^ emahe iS0 " erte ^sauresec^ « Sequen.en ausqewahK aus 

elner NuHeinsauresequenz mit der In SEQ ID NO- 28 <spo ir, k.^ ,„ 
SEQ ID NO: 32 dargestellten Sequenz, ' ° ° NO: 30 °* r 

nallenden -o^S^^J^J 0 ^ SE ° ' D NO: 32 «* 

^fCr^^'p^Td 60 ' 0 ,^ 32 ^ 

SEQ ID NO: 31 Oder SEQ BrJo 33 ,^SL T ^ SEQ ID N0: 29 ' 
und mlndestens 40 %vSSoato a* SS^" J™«* u ««»«« codieren 
SEQ ID NO: 31 Oder SK>™ aure *e"e mit SEQ ID NO: 29, 

transleraee-AWivMTa^i^n ^ Und ei " e Dte *ftcertn *<*'- 

SrC* ^ NuW ^'-~ sind Sequenzen ausge^ aus 

30 a) s:^^ 
b) see zeemjs sssss tr*-" - 

Sequenz aWelten lessen N0: 36 enlha «en<ien codlerenden 



a) 
b) 

c) 
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Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 aufweisen und eine 
Lecrthin Cholesterln Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Die oben genannte erfindungsgemSflen Nukleinsauren stammen von Organismen, 
wie Tieren, Ciliaten, Pllzen, Pflanzen wie Algen Oder Dinoflagellaten, die PUFAs 
synthetisieren konnen. 

Der.Begriff "Nukleinsaure(molekul) n , wie hier verwendet, umfasst in einer vorteilhaften 
Ausfuhrungsform zudem die am 3'- und am 5'-Ende des kodierenden Genbereichs 
gelegene untranslatierte Sequenz: mindestens 500, bevorzugt 200, besonders 
bevorzugt 100 Nukleotide der Sequenz stromaufwarts des 5'-Endes des kodierenden 
Bereichs und mindestens 100, bevorzugt 50, besonders bevorzugt 20 Nukleotide der 
Sequenz stromabwarts des 3 -Endes des kodierenden Genbereichs. Ein "isoliertes" 
Nukleinsauremolekul wird von anderen Nukleinsauremolekulen abgetrennt, die in 
der naturlichen Quelle der Nukleinsaure vorliegen. Eine "isolierte" Nukleinsaure hat 
vorzugsweise keine Sequenzen, welche die Nukleinsaure in der genomischen DNA 
des Organismus, aus dem die Nukleinsaure stammt, naturiicherweise flankieren 
(z.B. Sequenzen, die sich an den 5'- und 3'-Enden der Nukleinsaure befinden). Bei 
verschiedenen AusfGhrungsformen kann das isolierte Lysophosphatidsaure Acyl- 
transferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- 
und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasemolekul zum Beispiel weniger als etwa 
5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb oder 0,1 kb an Nukleotidsequenzen enthalten, die 
natOrlicherweise das Nukleinsauremolekul in der genomischen DNA der Zelle, aus der 
die Nukleinsaure stammt flankieren. 

Die im Verfahren verwendeten NuWeinsauremolekQIe, z.B. ein NukleinsauremolekQI 
mit einer Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32^ 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 oder eines Teils davon, kann unter Verwendung 
molekularbiologischer Standardtechniken und der hier bereitgestellten Sequenz- 
information isoliert werden. Auch kann mithilfe von Vergleichsalgorithmen beispiels- 
weise eine homologe Sequenz oder homologe, konservierte Sequenzbereiche auf 
DNA oder Aminosaureebene identifiziert werden. Diese k6nnen als Hybridisierungs- 
sonde sowie Standard-Hybridisierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrook 
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) zur Iso- 
lierung weiterer im Verfahren nOtzlicher Nukleinsauresequenzen verwendet werden. 
Oberdies lasst sich ein Nukleinsauremolekul, umfassend eine vollstandige Sequenz 
der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 1 3, SEQ ID NO: 1 4, SEQ ID NO: 1 6, 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
oder einen Teil davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren, wobei Oligonukleo- 
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Zum Beispie, «ass^ «*■ ?»*n 

cyanat-Extraktionsverfahren von ChlrawW ITriaSS * ? 8 Guanidln,u ^>o- 
und cDNA mittels PbJ^jZSSZ^uS^ B !° Chemlstr y 18:5294-5299) 
erhaltlich von Gibco^^^ 

von Seikagaku AmenS inTfil p5 e «h ^^V-R^rse-Transkriptase, erhaltlich 
Basis einer der i . SECHC > nSTIe£ «n Nn f e , ke ^ akt,on 'assen sich auf der 

kann in einen geeiflnw^ V^TkSr^ 80 am P li,izl «'» Nukleinsaure 
automaton DNA-Symnasage^ h2S^T' be,Sp ' e,SW * ls9 ml < el "«" 

SEQ ID NO: 34 oderSEQ £ NO *S ? E ° ' D NO: 30 ' SK1 ID 

NukleinsauremolekQIe einer Niiki^wJl!. ' —"j"*™- *enerhin sind isolierte 
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SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO' 18 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO' 28 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 gezeigten 
Nukleotidsequenzen Oder elnen Tell davon hybridisieren, z.B. unter stringenten 
5 Bedlngungen hybridisiert. Allelische Varlanten umfassen insbesondere funktionelle 
Varianten, die sich durch Deletion, Insertion oder Substitution von Nukleotiden aus/in 
der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO- 7 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO- 16 ' 
SEQ ID NO: 1 8, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO' 26 
10 SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
dargestellten Sequenz erhalten lassen, wobei aber die Absicht ist, dass die Enzym- 
aktivitat der davon herrOhrenden synthetisierten Proteine fur die Insertion eines oder 
mehrerer Gene vorteilhafterweise beibehalten wird. Proteine, die noch die enzymati- 
sche Aktivitat der Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyl- 
15 transferase, Diacylglycerin Acyltransferase oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase 
besitzen, das heiSt deren Aktivitat im wesentlichen nicht reduziert ist, bedeutet 
Proteine mit mindestens 10 %, vorzugsweise 20 %, besonders bevorzugt 30 % ganz 
besonders bevorzugt 40 % der ursprunglichen Enzymaktivitat, verglichen mit dem 
durch SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 SEQ ID NO- 7 
20 SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO- 16 ' 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO- 26 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO* 36 
kodierten Protein. 

Homologen der SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO- 6 
25 SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1 , SEQ ID NO: 1 3, SEQ ID NCM4 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO- 24 
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32^ SEQ ID NO'" 34 
oder SEQ ID NO: 36 bedeuten beispielsweise auch bakterielle, Pilz- und Pflanzen- 
homologen, verkQrzte Sequenzen, einzelstrangige DNA oder RNA der kodierenden 
30 und nicht-kodierenden DNA-Sequenz. 

Homologen der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO- 6 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO-'l4 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO- 24 
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO : 34 

35 oder SEQ ID NO: 36 bedeutet auch Derivate, wie beispielsweise Promototvarianten 
Die Promotoren stromaufwarts der angegebenen Nukleotidsequenzen konnen durch 
einen oder mehrere Nukleotidaustausche, durch Insertion(en) und/oder Deletion(en) 
modifiziert werden, ohne dass jedoch die Funktionalitat oder Aktivitat der Promotoren 
gestort wird. Es ist weiterhin moglich, dass die Aktivitat der Promotoren durch Modi- 

40 fikation ihrer Sequenz erhoht ist oder dass sie vollstandig durch aktivere Promotoren, 
sogar aus heterologen Organismen, ersetzt werden. 
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Acyltransferase-Aktlvlitod^ 

Stoffwechsel von Lipiden und F^Sa^ die am 

am Transport lipophile ^Vemindu^n r,h P h U / A ; Cofaktoren «nd Enzymen oder 
erfindungsgemaCvelh^ betei,igt s,nd ' we ^n im 

genen Organismen vSS^ "£ ZvT™™ V °" PUFAs ln trans ' 
Reis, Gerste, Sojabohne ErdnusT Sum^,! ^ ' We,Ze "' R °" en ' Hafer - Tri ^ale, 
Brassica-Arten, Le *aps^'*7S£ pZfT ^ ^ Faseriein ' 

Nachtkerze und Tagetes/so^anaca^ f SSS 5 ' Sonnenb,uma ' Borretsch, 
Tomate, Vicia-Arten E^se Stok a£^ ^1 T^*" 0 * 6 '' Tabak « Auber 9 lne «nd 
Salix-Arten, Baume OlSe Kok^n^ ' B w USCh P flan2en (Kaffee, Kakao, Tee), 
fruchten, entweder d reC B wen^Oh" auSdauemden <**■•"» und Futterfeld- 
Fettsaurebiosynthese Proteins efnen t^ TT*™ ° der °P« mia ™9 eines 
und/oder EffizLz der pSS^tST USS Ausbeute « Produk *>n 
verwendet und/oder k6nnTe1n?in^ modifizierten Organismen hat) 

Steigerung der Ausbiu * ^ZZZZZZr* haben ' dle da ™och zu einer 
Oder einer Abnahme unllwnMeX^" Bf,2 j an2 der Produktion der PUFAs 
des Stoffwechsels Z U^^f^^^^ Wenn die Modu,at ™ 
anderungen der A-^-TES^^ » Ve, 

Zusammensetzung der aewfln<!rhto n w-*- ^ CTT,z,enz aer Produkt/on oder der 

die Zusammensetzung der iSSTSTS mehZ. 9 " 16 entecheWe "* Auswirkung auf 

fixation einer pc^S^^^T^ *"* dfe Ac,diflon °*» «*>* 
werden, umfaisen nShSS Membranen verwendet 

Die Fettsauresyntnese X miS^ll^^ U " d Phos ^'*»nde. 
dun* die AcetyK^a^iaee oIhTcXTcp^^'^ h M, *"*0* 
Nach einer Kondensatlonsreaktion btfen = h d " S Ac *i*™«ytaee. 
Acetoacetyi-ACP, das ObeS Re^ n Produk, ™<<*0l« zusammen 

tisierungsreaktionen umgewandeK v£rd^ ^Sf" 5360 ' 18 -' Re *"<«°"s- ""d Dehydra- 
dergewonschten KxJO^ZZ'JLnT?***®'* F ^"'en,olekai mil 
sauren aus diesen M%SZ£%ZT? . p ™ duk "°" der ungesatBgten Fett- 
entweder aerob £E£2££, SEE?" DesabJ ^" und zwar 

synthese in Mikroonjanismen^tehe F £ ^SSLT^IT* <bezfl9lich der Fettea ^ 
ASM Press: Washington, f 612^6 I-' 1 " 6 * E C °" und **non*. 

«-^ad^s««itr 
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werden. Dies ennegTch^S 22EJ!£ T? "reCoA-Ester.Pool uberfOhrt 
konnen diese Enzyme a e^ofe^^^ We ^rhin 

Acyltransferasen, Diacylgiycerin Sransfel^ "S^!"' G,vca rin*-Phosphat 
ferasen, vorteilhaft in Kombination mrtS CoA ?' f'" Cho,este ™ A ^ans- 
Desaturasen wie der A -5- A T und^ln :Ly f phos P ho,i P" d -Acyftransferasen, 
9-E.ongase konnen Arachidonsa^' ^ A " 

Dccosahexaensaure sowie v^rsch TetlTZT ^T*' Docosa Pentaensaure Oder 
"^undfCrvers^ 

pharmazeutischen Anwendungen verwendeTwSn M-f? ' Kosmet,k - oder 
konnen vorzugsweise C 18 - C 2 ! C T^u^T^ 60 9enannten Enzymen 
vorteilhaft mindestens drei' Ser * W cS^^ R,B8aur8n mR mlnde ^ zwei 
kQi, vorzugsweise ^'Z '^^c ^^^^ F ^emo.e- 
Wnf Doppelbindungen im Fe?sa^remofp k nr»; ! ^ mit VOrte " haft drei « vier 
vor Oder nach Elongation Die ^aturierung kann 

Produkte der DesaturaseaktivSten und! der 1^ h @ erf °' 9en ' Daher fQhren die 
Eiongation zu bevorzugten 7ufZ ^mt£^^J N ^ Desaturi *™9 ""d 
einer weiteren Eiongatton «nK5^^ 

Dihomov-Hnolensaure, Arachido^saum 225 ^ * Fettsauren »*e y-Linolensaure, 
EicosapentaensSure. SubS^ Bcosatetraensaure oder 

Phosphat Acyltransferasen, Dfec^glS Acy,transferase ". Glvcerin-3- 
Acyitransferasen ,m ertindu^^^ T ^ r Ch p° ,eSter ' n 

wie zum Beispiel Linolsaure, v-Linolensaure TiZJl - 0der ^^sauren 

Bcosatetraensaure oder Stearido^aure^ £ Z^T?*' Dihom °-Y-finolensaure, 
Y-Linolensaure und/oder SSSST D IT Sind Uno,saure ' 

Bcosatetraensaure oder e^^^^^ 

mindestens zwei Doppelbindunaen in SSL- *V ^ ° der c ^ Fett siuren mit 
fahren in Form derfreL^ Ver- 
ihrer Glycerfde an. Ester beispielswelse In Form 

Unter dem Begriff "Glycend" wlrd ein mit ein, zwei oder droi r art w,.- 
verestertes Glycerin verstandsn rn/~, n r. ™ el ° aer arei Carbonsaureresten 
auoh ein GemL ^^e^tenen^e'r.^ r "i* 08 **- Un,er «*• 
Gylcerldgemiach kann weter^ Zl Xe^B Te'S- ^ ^ Glyoerid octer das 
Kohlenhydrate. Vllamlne unO/c^ e ^tS^nl:Z t :n 1k,X,da,,,len ' 
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ISSSSHS." T maBen Verfahrens ««- 

Phosphafldyfeiycerfn, PhoJ^JK^i^SS^T 0 ^' 0 "** h - 
genannt * «=nn una AlKylacylglycerophospholipide befspielhaft 

SSSSS T Chiedene Mo «onso rt e^ 

Kopfgruppen, beispielswe.se dure SSSSSS^ Ft!™ 1 aUf die P ° laren 
1998, Upid, 100(4-5):161-166). F ettsaure-Acyltransferase (s. Frentzen, 

Veroffentlichungen Qber die Pflanzen-FettsaurPhi«c,,n«^ ^ 
Upidstoffwechsel und MembrantraniortS TES w ' ? esaturierun 9. *n 
oxidation, FettsauremodifikalJon und r^^ feW ™*i9™ Verbindungen, die Beta- 
-Assemblierung einschS^ tieTut^ZT ^^"-Speicherung und 

Kinney, 1997, Genetic ^gene^ring H^KSeS fo^c *" f °' 9enden Artlke,n: 
Browse, 1995, Plant Cell 7»!5S JSt 19:149 - 1 66; Ohlrogge und 

Physio,. PlantW BiS Siltf T*' " m 
JKSetlow, 18:111-13; Qerhardt 1995 S , G o" etIC En 9 eneeri n9. Hrsgb.: 
& Kind., 1995, Biochim. B^'a^ ffij TfE'?*"'** GQhne ^nn-Schafer 
Res. 34:267-342; Stymne et al lfl£ in I I ' KunaU * al " 1995 > Pro 9- 4** 
Membrane and and ^ioiogy of" 

American Society of Plant PhystoS' £££ m h"? Rockvl,te » 
13(1):1-16. nysioiogists, 150-158, Murphy & Ross 1998, Plant Journal. 

Die im Verfahren hergestellten PUFA«? ^ „ 

hohereTiere nicht mehrTvrT^ 6,ne Gruppe von Mo'ekiilen, die 

die hShere TierfnS T aufnehmen Oder 

Hch aufnehmen mOsse^^ konnen und s °™ »-U* 

synthetisiert werden, be sDieTswefse 2 V*™ 0r 9 anls ™n, wie Bakterien, 

synthetisieren. Deis P ,e,swe «^ konnen Katzen Arachidonsaure nicht mehr 

Sinne der Etfndung umfesst Sne ST-^fE Ch ° ,eSterin Acyltransferase" im 
sind, sowie ihre Homotogen DerSn ^T" 686 VOn Fettsauren betei »9t 

der Erfindung sind zu ^M^E^IT?^ ^ Pnos P h °«Piden im Sinne 
Phatidylserin^hosS Phosphatidylethanolamin, Phos- 

Phosphatidylcholin DteBeaSft^^ 

Phosphat Acyltran^ Acyltransferase-, Glycerin-3- 

A<*'transfera^^^^ «~ Lecithin Cholesterin 

Lysophosphatidsaure ^SSS^^STSl NuWeinsauresequenzen, die eine 
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^ndimFachgeli*^^ 

produktes (Verbindungen der Formal I ^ f Konzentraton des Fermentatfons- 

Liter). Der Begrlff Effizlenz der Produktton um I^ SiT h * P L° StUnde pr ° 
bestimmten Produktlonsmenge notig few" BwTianna* ?l * W Er2ie,Ung einer 
bestimmten Durchsatzrate einer Zl^liZ' T J " d,e Ze,,e 2ur Aufrichtung einer 
P^ukt/Koh.enstoS 

w.rd gewdhnlich beispielsweise ausgedrfickt als to p™?^ f e,nchemika «e>- Dles 
Durch ErhQhen der Ausbeute Oder ProdX 21!* h Pr ° kg Koh,en ^quelle. 
gewonnenen Molekule Oder tierZ^eZnJt Verbmdung wird die Menge der 
in einer bestimmten Kul^meng ^er^Z^TZ^ M °' ekQ,e diesa ' Verbindung 
15 BiosyntheseoderBiosynmTseweg^ 

Synthese einer Verbindung vo^uasweisT 2? geb,et bekannt ""d umfassen die 
Zelle aus ZwischenverbS^^^^ Verbindung, durch eine 

regulierten Prozess. Die Begrtf ?a£S5Z^ e.nem Mehrschritt- und stark 
und umfassen die Spaltung e £er Verbin^no^^ 69 S,nd im Fac "9ebiet bekannt 
20 Verbindung, durch ^e^e^^Z^Zr^ 36 ** ° r9anlSChen 
weniger kompfexe Molekuie) btiZlS^^^ 9 ^ kteinere oder 
Prozess. Der Begriff Stoffwec^^ Mehrschritt- und stark regulierten 

heit der biochemischen Reaktfonen dte in If ? bek3nnt Und Umfasst die G **™- 
wechse, einer bestimmte ^SSKiT^T^ °° r Stoff - 

5 dann die Gesamtheit der BiosyXse M^JnT^t^ FettS * Ure) umfasst 
bindung in der Zelle, die dieseCZC^n *"« Ver " 

*• erfindungsgem,3en 

NO: 4, SEQ ,D NO: 6?SEq!dn? ^7 SEQ ,D no "aV^ E ° ,D N ° : 3 ' SEQ ,D 
30 SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO 16 SEQ^D Mn ' D N ° : SEQ ,D NO: 13, 

SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO- 26 So D MH 11' ffS '° NO: 20 ' SEQ ,D NO: 22, 
SEQ ID NO: 34 Oder SEC HD NO 3 fp LT 6 5 ^ '° NO: 3 °' SEQ ,D NO: *. 
50 bis 60 %, vorzugswefee mln^n^^^ ™™ — 

mindestens etwa 70 bis 80 % 80 bis so * an k J J Starker bevor zugt 
35 mindestens etwa 96 % 97 % 98 •/ %o o/°' !° b ' S 95 % und 301 ^^en bevorzugt 
vollstindigen ^mhii^^^^,^ H °™'°9 ia <= '<*en«tat) zu einer 
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NOM2 SEQ ID NO^i r of^ ,D NO: 5 > SEQ ,D N <* *> 
SEQ ID NO: 21, SEQ ,D NO: 23,' IeQ ,D NQ 25 S n m? SEQ ' D NO: 19 ' 
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO- 33 SEO n wrY 5 ^ N ° : 27 ' SEQ ,D NO: 29 » 
40 wurde Ober den geJilSSS^ I^- 860 '° NO: 3? ' ° le Homo,ogie 
FOr die Sequenzvergleiche ^r^Tp^^pZr^^^ berechnet 
25, 351-360, 1987, Higgins et a,., SSfHSESf ^ EV ° ,Utl ° n " 

«ap und BestRt [Needleman and Wunsch V J Moi in- , 1 ) ^ d,e Pro 9^me 
and Waterman (Adv. Appl. *££!^<£^* ^l 4 ? < 1970 > und s ^ 

4« 489 (1981)], die im GCG Software-Packet 
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imu. i , &tQ id NO. 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO- 6 SEQ ID no 7 ecn m m« « 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: ™ HOD NO £ SEQ ^D NO- « ' 
£ S 2? 201 SE ° 10 NO: *■ SEQ 10 NO: 24 SEQ ID NO: £ g ° J£ «■ 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 Oder SECHD NO So flatten 
Nukleotidsequenzen (und Tellen davon) aufgrund des deoeneriarT^ TL„^ 
Codes umerscnelden und son* * g,eL CphSSXSSe 

SEQlD NO^nfr^ C ° dl8ren Wl8 "N"** * ™ *» in SEQ ID NO: 1 
IpS n « N ° : *■ SEQ 10 NO: «• SEQ 10 NO: 7, SEQ ID NO- 9 ' 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO- 1f I SFO in L 
SEQ ID NO: 20. SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 SEQ ID n2 £ ISS n I!' 
SEQ ID NO: 30. SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: « & sfge^en 
Nukleotidsequenzen kodiert wird. gezeigten 

SfSJ^ ^ ln SE ° ,D N0: 1 « SEQ ,D NO: 3 ' SEQ ID NO- 4 SEQ ID NO- 6 
fro n mo ™° * SE ° ,D N ° : 1 1 ' SEQ ,D £ SEQ ID NO 14 
So n o« S ° N ° : 18 ' SEQ ' D NO: 20 ' SEQ ID ^ SEQ ID NO 24 

£ SEmn In 28 ' SEQ ,D N ° : 3 °' SEQ ,D NO: 32 SEQ ID NO* £ 

Oder SEQ ID NO: 36 gezeigten Lysophosphatidsaure Acyltransfe ase- Glvcer 
Phosphat Acyltransferase-, Diacylglycenn Acyltransferas EST ^Sn ChSerin 
Acyltransferase-Nukleotidsequenzen erkennt der Fachmann dass Sna s£2£ 
polymorphismen, die zu Anderungen in den Aminosauresequen^en ^er Usoohos" 

Acylt ansferase Oder Lecithin Cholesterin Acyltransf erase fuhren inn^haKner 

nnerha b e.ner Populate aufgrund von natQrlicher Variation existieren Diese nf«r 
lichen Varianten bewirken Oblicherweise eine Varianz von uSb^T^SV^ 
sequenz des Lysophosphatidsaure ***n*«S^ 

^ D,a ^ yC6rin ^'^rase- oder Lecithin cfflS2£2* 
Gens. Sarnthche und aiie dieser Nukleotidvariationen und daraus SuSSSXnlno 

?=e^^ 



BASF Plant Science GmbH 20030823 



PF 54966 DE 

49 



der Sequenzen Oder eine ; Tei to e££j ZEZSE^™™ Unter Ve ^ndung 
Hybridisierungstec^ 

NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO £<2£i5 S 2 ^ 28 ' SE ° ' D 
Es kSnnen auch Nuklelnsauren nSS ™ ™ ^ 6 umtassen, hybridisieren. 
verwendet werden Der Beam" h«h*SS? ^' ' ' 250 °* r mehr Nu Weolide 
verwendet. soli **»"»"<•. wie hier 

aneinanderhybridisiertSn ^SelS™ ^ h0mo109 ^ elnander flewahnlich 
Sequenzen, & «*SSSSTS 5*ZS2i lse derart - *« 

noch starker bevorzugt mlndes^nfatt.1^ T^O? m,n<Jestens <*"» 70 % und 

gewohnlich mmm^S^S^^JTZ h ° m0l ° 9 ** 

20 Fachmann bekannt und 1^*^?,*?*' Bedingungen sind dem 
Wiley & Sons, N Y 089MM??!^fT I?" 00 ' 8 Moleoular Biology, John 
desLspielfureWnS 

Fomiamid, 1st die Teirmeratur untor !^ ^ zum Beis P iel 50 % 

slnd die ^^^^Z^^^ZL^ T C - » 
und 20°C bis 45°C. vorzugsJ J^n^ ^td 45^ T °' 1 X SSC 

A Practical Approach", IRL Press - Orfn-- , • -J uoleic Ac,ds H l* r «lzatlon: 
1991. "EsserSal Moleiuter O^T^^T^ ^ 0x * 0K * Bravm < Hre 9"> 
UnlveraHy Press. aJ^SSS L ^^T^"' ^ * ^ 
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NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ E 12 f slmn '° N ° : 5 » SEQ 10 

NO: 19, SEQ ID NO: 2 , SEQ ID .NO 23 Ieo^H mo ^ S f° ' D N ° : 1? « SEQ ,D 
NO: 29, SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO 33 So .D MO 2' f° '° NO: 2? ' SEQ ,D 
Oder von zwei Nukleinsauren B s^mn ? 35 ^ SEQ ,D NO: 37 > 
SEQ ID NO: 6, SEQ ,C ^7^?£^T*E ■> NO: 4, 

SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO-* f f SPm^ o SE ° '° N ° : 13 ' 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO" 28 IeS n 2? fn f E ° ,D N ° : *• 
SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO- Z^fo ° N ° : 30 ' SEQ ,D NO: 32, 

eines Proteins Oder einer NuWefcuSS^^^f . LuCken in die Sea - Uenz 
mit dem anderen Protein Oder EESSffiS^ * ° Ptima ' es A "'9 nment 
saurereste Oder Nukleotide an Z^^S^T *u erzeugen). Die Amino- 
Nukleotidposltionen werden dann veSn w Ammosaureposltionen oder 
duroh den gleiohen Amfc^!^SKS S^TJ^ * SeqU6nz 
Stelle in der anderen Sequenz b^Z^lt ?! J - ! 80 * 1 die *«sprechende 
homolog (d.h. AminosJe- o^er S 30 dl9Ser Posltion 

entspnoht Aminosaure- oder ^n^Zn^T ' VerWendet " 
zwischen den beiden Sequenzen SSI t ,d ® ntrta O. Die prozentuale Homologie 
tlonen, die den ^ue^^Z^I^^u ™ ld6ntfechen P ° s '" 

tischen PositfonenyQesamtan^h ^ 1 (<Ut % Homo,0 9 | e = Anzahl der iden- 

identftat sind *3ST 55^SL22T * ^ ^ H ° mo,0 9 ie und 
Algorithmen sind oben be^ben ^rwendeten Programme bzw. 

Cholesterin Acyltransferase kodiert die zu ^f p r, " Ac y ,tra ^erase oder Lecithin 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: ?« £ NO 0 SPO fn mT^ SEQ ,D NO: 2 > 
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO- 19 ; SEQ in ^io ~ <?J? N ° : 12 ' SEQ ,D NO: 15. 
SEQ ID NO: 27, SEQ ,D Noi 29,' « D Na 3 ' SEO 5 mo 23 ' SE ° ,D N * 25 ' 
Oder SEQ ID NO: 37 homolog is kann durlh Pink N °* ^ SEQ ,D NO: 35 

tidsubstitutionen, -additionen oder daL^ E ' nbr,n 9 en e,ner °der mehrerer Nukleo- 
NO: 1, SEQ ,D NO: 3, SEQK ^NqTIeq fn MoT ^ eotidse ^enz der SEQ ID 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO 13 SEmn mo cf ' SE ° 10 NO: 7 > SEQ ,D NO: 9, 
35 SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO ffi IeQ ID NO 11' ~S ' D NO: 16 ' SEQ ,D NO: 18, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO fz Ipq D mo t' ? ° '° N ° : 26 ' SEQ ,D * 3 
so dass eine oder mehrere , ^Lsf ur is U b^ ' SE ° '° NO: 36 erze »* wer ^, 
das kodierte Protein eingeb^ we^lT ^SSS^^ 0 ^ ° der - de,etionen ln 
der SEQ ID NO: 1, SEQ ID Na 3 SEQ ID X£?T£2^ h eine der Sequenzen 
40 SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO 11 SEO S mh ? 4 ^ '° NO: 6 « SEQ ,D 7, 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID » NO ^20 Ie Q ?^ NO NO: U ' SEQ ,D NO -' ™> 

SEQ ID NO: 28, SEQ ,D NO: 30.' S D NO* f 2 Ipo !n mo' 24 ' SE ° '° NO: 26 * 
durch Standardtechniken, wie stelienspezmschf Mnf N °' 34 ° der SEQ ,D NO: 36 
Mutagenese, eingebracht werder V ?Csw^ Und p CR-vermitte.te 

wrzugsweise werden konservative Aminosaure- 
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Su^r^eS^r/Z^T ***** **— — « ^nc 
Amlnoeaurerest ge™ e7ne ?Z^^Z^ m ^ eS ° bsmumn ' « *r 

definlert wonien Dlese ^U^SJ21?^^ re8t9n "* * hnliohen *>»«***» 

saure), ungeladenen polaren smZ X b r/ Aspara 9 |nsaure . Ql"tamin- 
Threonin, Tyroain, Cystein) mxSZZ^?*? A sparagin, Glutamin, Sertn, 
Isoleucln, Prolin Phenvtelanin XT Se *? nketten ' < zB - Alanin, Valln, Leucln, 
(z.B. T^XtoJ^ZrtZ^Z^ b9te -™™ 9 ^" Sei.enket.en 
alanin, Tryptophan, £S%%EZZ^J£^^^ ^"y- 
ainerLysophraphatidsaure Acvft.^nS^r ^ es8e *a'te'Amino S aureres.in 
Diacylglycerin Atal^SS'Si^T 1 Acy«raneferase, 
zugaweise durch einen anderenTl^T Cnoles,e " n Acyftransferase wird somlt vor- 

zufallsgercaS Ober die oJ^o^^^T Aus,uh ™9sf°nT. dia Mutallonen 
feraee, Glyoerin*phoJ^l^ n Z« Te ' der , L ) ra0 P h <»Pha«dsaura AcySrans- 
Lacithin aoleatarin toZn^Tf h ' ^"lycerin AcyBransferase Oder 
durch SWgun^r u teg^r^^ nden . SeqUenz *«■«»<« wa*en. ** 
20 beaohnebenanlysoS^S 9 ^:^ 9 " M ^ ten kSnnen nach der hier 

««— > Diacy^erSn A^^^^^^T^T^ ACyttrans - 
AkBvMtdurchmu8fertv»art»n HT . rLe0lthln Cholesfenn Acyltransferase- 

saure *»mE2X£2& S ? 'f^"' dte di * LyaophoaphatW- 

SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO- 7 <scr> mlur?* ' Q D NO: 3 ' SEQ 10 N0: 4. 

SEQ ID NO: 1^ SEQ ID NO \f f E Q ,D ^' 5fJ£. N ° ! SEQ ,D »= 13 ' 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID £ 2 g £ £ £ « ? « 5 S ' D ^ ^ 
SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO- aXt^n h fj 85 ,D N0: **• SEQ 10 NO: 32. 
30 mlar, warden, und <£5SX5£5S£^Z* T™* ^ 
beachrtebenen Tests bestimmt warden Verwendung der hler 

ate^asc«nKand^ d ll C r ^ Be,Spte,e «* 
^nH^^^S^^* 9 "- samtlicher in dlaser 

~nPe,^^^ 



Beispiele 
Beispiel 1 : Allgemeine Verfahren 
a) Allgemeine Klonierungsverfahren: 



40 
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von Escherichia coli- und Hefe-Zellen, Anzucht von Bakterien und Sequenzanalyse 
rekombinanter DNA, wurden durchgefOhrt wie beschrieben in Sambrook et al (1989) 
(Coid Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6) Oder Kaiser, Michaelis 
und Mitchell (1994) "Methods in Yeast Genetics" (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press: ISBN 0-87969-451 -3). 

b) Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn im Text nicht anders angegeben in 
p.A.-Qualitat von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) 
Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Ldsungen wurden unter ' 
Verwendung von reinem pyrogenfreiem Wasser, im nachstehenden Text als H a O 
bezeichnet, aus einer Milli-Q-Wassersystem-Wasserreinigungsanlage (Millipore 
Eschborn) hergestellt. Restriktionsendonukleasen, DNA-modifizierende Enzyme 
und olekularbiologische Kits wurden bezogen von den Firmen AGS (Heidelberg) 
Amersham (Braunschweig), Biometra (Gottingen), Boehringer (Mannheim), Genomed 
(Bad Oeynhausen), New England Biolabs (Schwalbach/Taunus), Novagen (Madison 
Wisconsin, USA), Perkin-Elmer (Weiterstadt), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden)' 
und Stratagene (Amsterdam, Niederiande). Wenn nicht anders angegeben, wurden 
sie ach den Anweisungen des Herstellers verwendet. 

c) Klonierung und Expression von Desaturasen und Elongasen 

Der Escherichia coli-Stamm XL1 Blue MRF kan (Stratagene) wurde zur Subklonierung 
der A-6-Desaturase aus Physcomitrella patens verwendet. Fur die funktionelle 
Expression dieses Gens wurde der Saccharomyces cerevisiae-Stamm INVSc 1 
(Invitrogen Co.) verwendet. E. coli wurde in Luria-Bertani-Bruhe (LB, Duchefa 
Haarlem, Niederiande) bei 37°C kultiviert. Wenn ndtig, wurde Ampicillin (100 mg/Liter) 
zugegeben, und 1 ,5 % Agar (Gew.A/ol.) wurde fur teste LB-Medien hinzugefugt 
S. erevisiae wurde bei 30°C entweder in YPG-Medium Oder in komplettem Minimal- 
edium lohne Uracil (CMdum; siehe in: Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, 
D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A., Struhl, K, Albright, L.B., Coen, D.M., und Varki, A. 
(1995) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York) 
mit entweder 2 % (Gew.A/ol.) Raffinose Oder Glucose kultiviert. FQr teste Medien 
wurden 2 % (GewTVol.) Bacto™-Agar (Difco) hinzugefOgt. Die zur Klonierung und 
Expression verwendeten Plasmide sind pUC18 (Pharmacia) und pYES2 (Invitrogen 
Co.). 

d) Klonierung und Expression PUFA-spezifischer Desaturasen und Elongasen 

Fur die Expression in Pflanzen wurden cDNA Klone aus SEQ ID NO: 46 (Physco- 
mitrella patens A-6-Desaturase), 48 (Physcomitrella patens A-6-Elongase) oder 
50 (Phaedactylum tricornutum A-5-Desaturase) so modifiziert, dass ledialich die 
Codierregion mittels Polymerase Kettenreaktion unter Zuhilfenahme zweier Oligo- 
nukleotide ampiifiziert werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass eine Konsensu- 
sequenz vor dem Startcodon zur effizienten Translation eingehalten wurde. Entweder 
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initiator codon that modulates fransTato^ ^1 VT" 09 f ' anking the AUG 
Vor diesem Kbnsensustripte S?222SW JS 0 ""* Ce " ^ 283 " 2929 J- 
5 die kompatibel sein muss zur ^^ ^SX^T^^ eln » 
kloniert werden soil und mit dmuw£ Zfe,vektors > ,n den Fragment 
Pflanzen erfolgen soil. H " fe d ' 6 Genex P r ession in Mikroorganismen oder 

Die PCR-Reaktion wurde mit Plasmid-DNA ale Matrix • 

(Biometra) mit der Pni.DNA-(Stra3n«^, 26 emem Th ermocycler 

0 programm durchgefOhrt: ^KtTZ' f °' 9enden T emperatur- 
30 s bei 55°C und 2 min bei 72°r 1 1 J, 9 91 V ° n 30 ZyWen mit 30 * °ei 96°C, 
Die Anlagerungstempe^ 6 w^rde ™° M bel «■ 

Kilobasenpaare DNA 1st von^rSvn^ ? ™ 0,, 9 onukte otiden variiert. Pro 
Weitere Parameter, dJE5SSS?!^ W ^ ^ Minute a ^9ehen. 

> Polymerase etc., sinddem Fa^ 

Bedarf variiert werden Fachmann auf dem Geb,et gelaufig und konnen nach 

QIAquick-Gelextra^^^ 

dephosphorylierten Vektors ^Ki^S^? 9 Smal-RestrikUonssteHe des 
(Pharmacia) ligiert, wobei di ^pUCDe^t^ eZSn « f S f C '° ne L, ' 9ations 
von E. coli XL1 Blue MRF kan ^ ^^^n ^"* NaCh der T ^sformation 
McLachlan, A. (1986) A simpTfie^S 6 infon " A - m y ra *> arat ™ [Riggs, M.G., & 
mmi-preparatior, BioTeXo^^^^ f0r ,ar 9 e numb ^ of plasmid 

durchgefOhrt, und positive Wone ^^SS^^ Transformanden 
Die Sequenz des klonierten PCR-Prodn^ w estr,khonsan alyse identifiziert. 
Verwendung des AB. PWSM Big D^T^ Rese ^ e ^rung unter 

Kit (Perkin-Elmer, Weiterste^be^ ^ Se 9 uenc *9 Ready Reaction 

e) Transformation von Agrobacterium 

f) Pflanzentransformation 

^rr^ -de, wenn nichtanders 

techniken durchgefOhrt (GeMn sTnto^B a ££"* m ^ Und Re 9enerations- 
Biology Manual, 2. Aufl. SSt!^ J**" 1 A " P,ant Mo,ecu,ar 
Zentrale Signatur: BT1 1-P I^^^Z^H ^' 1 " 5 ' h S<3Ct ' Rfn 9 buc 
E., Methods in Plant Molecular BtoSw£££2 *" Thompson « John 

1993, 360 S., ISBN 0-8493-5164^2) B,ote <*nology, Boca Raton: CRC Press, 
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et a... Ptam Physio!. 91 S "wESm £L v;™"? 5 " 8 0 S8> > 238 " 242; De a °<* 
bacterium- und PtaXCS?!*** * " e ^ 
5 blnSren Vektor und Agrobacterium SZ~T „ Transformatton verwendeten 
Kch unter Ve^d^I^S" " apsse,ekti °" «** gawOhn- 

gefflhrt Kanamycm als selekberbarem PHanzenmarker duroh- 

0 US 5,376,543, US £S TO H^^X T^fl"** EPh « 0397 687. 
gefOhrt warden. ^ ( * TOI ^ Toledo > b e«*i'tebBnenTechnikdu re h. 

baispia.awe.se beechriehen £?SiEn « £2J "«*««^T«* w 
ISBN 3-540-97826-7, Springer VeJbgNew Yo*t """ '^"^ (1993 > 

285] besehriebenen TrtiTSSSmT^ " 1994) Plam Ce " Re "° rt 13:28 *- 
g) PlasmidefflrdiePnanzentransformation 

cDNA in Sense^SZr^^lr^' durch * 
promoter die Transkripric^c^I ° DNA aMMert eln Pfla " 29 "- 

von der cDNA. Die binaren vaa~™ iX^f *f den » to n«W«)uen2 beflndet slch 3' 
beisp.etewe.se das S**" Mark9r S ane «* 

1 996, 263:359-360], das e^ReS^o^n H ? T' ^ [0tt 61 *• J ' M °'- Bi °<- 
nptil-Markergen, das fur etoSlS Irmdazolinone vermWeK Oder das 
photransferase oodiert. "^^"-Raaistenz vermttteft durch Neomycinphos- 

ainesZSrSrroTertenwr" 'f * »~ V ~» 
der LeB4- Oder der USfMHomSSE^^JS? T' an * ra <*'*'<*"> "urde 
kloniert wird. Ate Tarolnrto^Se^iS^^^ 5 ' d8r cDNA <*" 
verwendet (siehe Rgur 1). R^M Sot li^ T Und der oc S-Terminator 
wendeten Vektor pSUNsS^AT v <*<ort<arte des zur Expression ver- 

£din^ 

- a.. 2000, Biochimica e, SXKJES&^T 1 03 a " ta « 

ihsu^i ^;.87-98) kann verwendet werden. 
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P^mot ff 6 " Expression jn *r ganzen Pflanzen lasst sich der CaMV m 
Promoter oder ein v-ATPase C1 Promoter verwenden. CaMV-35S- 

den StoffwecUweg 6,060 bin *™ Ve ^r kioniert, urn 

das En^pias^S^^i^T^T ^ r P ' aSt, ' den ' »ohondrtan Oder 
0 (Kermode'er^ 

Leseraster mit der cDNA einWonS'rT !!» !r * 2 ^ 423) ' Das Signalpeptid wird 5' im 
protein zu erreichen ' Um * sub2e,,u,ar e Lokalisierung des Fusions- 

BeispielefurMultiexpressionskassettenwurdeninDEi09iooAQ « ■ 
im folgenden nochmals wiedergegeben DE 102 19 203 offenbart und sind 

15 i.) Promotor-Terminator-Kassetten 

weitere gewTscnte gSSLSS^?^ Pr ° m ° t0r Und Terminator k6n <™ 
von Genen^eTSle^ ^o^^f Z^ 6 ^ 9 " 8 ^" 6 " 28 "' ^erregionen 
20 kassetten warmer i Promote und TeS We * en e 2um Aufbau ^r Expressions- 
Gen Genet, 1 991 , OCS SET ^ Pr ° m ° t0r: Ba6Um,e,n et al - Mo ' 
835ff.) mithilfe de PoSts^ Gfe ' 6n 6t ^ EMBO J ' 3 < 1984 > 

Folgende Oligonukleotide k6nnen beispielsweise verwendet werden: 
25 USP1 vome: 

- CCGGAATTCQGCGCGCCQAGCTCCTCGAQCAAATTTACACATTQCCA - 
USP2 vome: 

- CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA - 
USP3 vome: 

30 •CCGQMTTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA- 
USP1 hinten: 

- AAAACTGCAGGCGGCCGCCXACCGCGGTGGGCTGGCTATGAAGAAATT - 
USP2 hinten: 

- CGCGGATCCGCTGGCTATGAAGAAATT - 
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USP3 hinten: 

-TCCCCCGGGATCGATGCCGGCAGATCTGCTGGCTATGAAGAAATT- 
OCS1 vorne: 

- AAAACTGCAGTCTAGAAGGCCTCCTGCTTTAATGAGATAT - 
OCS2 vorne: 

-CGCGGATCCGATATCGGGCCCGCTAGCGTTAACCCTeCTTTAATGAGATAT- 
OCS3 vorne: 

- TCCCCCGGGCCATGGCCTGCTTTAATGAGATAT- 
OCS1 hinten: 

-CCCAAGCrrGGCGCGCCGAGCTCGMTTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA 
OCS2 hinten: 

-CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA 
OCS3 hinten: 

- CCCAAGCTrGGCGCGCCGAGCTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA* 

!0 kasseae In das Basis-PlasmJ £XZTJJ2 Dadurch wunte eine Expressions- 
Plasmide pUTI 2 L iZlt Plam,,:l8s pUC19 «"««« so die 

Plasmide wurde cas ^" °? Tem,,nator - Auf Basis «-* 

achnmen wurde und pUTC mWels^, ol «li ^TJ*"" 1 m " tel8 Sall/Scal 9"- 
kassetten enthaltendin FraXeL^ 9 88chn,t,en ««•*• We die Expressions- 

pader, und per H-MdtaSffSS SKES^**'!'? ° NA "* 
kassetten enthalten Die Xhnireoii i i£rT ? 'dentitaert, die zwec Expressions- 

Schnttstellen Xho, un^ ^en ^ ^ "* * b8 ' den 

resutoerende Plaemid pUT IST S S ^i^S" 8 '' 8 ^ 8l8mlni8rt - 088 
wurde PUT12 wiederum mittels&J^!^ ""^egeben. AnschlieBend 
gesohnitten. Die die E^SSSSSiT ZSTT'S^ ""^ XhoVSca> 
und in E. con XU blue MRFtransformtarf p« IS n Fra 9 mente ™«>en llgfert 
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Diese enthaften folgende Elemente: 
Tabellel 



PUC19- 
Derivat 
PUT1 



PUT2 



PUT3 



PUT12 
Doppel- 
expressions- 
kasette 



PUT123 
Tripel- 
expressions- 
kassette 



Schnittstellen vor dem 

USP Promoter 
EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 



EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 



EcoRI/AscI/ SacI/XhnT 



Multiple 
Kloniening s-SchTiittQ^ii^ 
BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 



BamfflTEcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 



EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 



EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 



Bgin/Nael/ Clal/SmaT/M^T 



BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 
Und 

BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 



1. BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 
und 

2. BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 
und 

3. Bgin/Nael/ Clal/SW/M^T 



Schnittstellen hinter dem 

OCS-Tenninator 
Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
Hindm 



Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
HindDI 



Sall/SacI/ AscI/HinHTTT 



Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
Hindm 



Sall/Sacl/Ascl/Hindin 



i) USP-Promotors Oder mfthilfe des 

H) 700 Basenpaare 3'-Fragmentes des LeB4-Promotors Oder mfthilfe des 

Hi) DC3-Promotors erzeugen und fOr samenspezifische Genexpression einsetzen. 

ESlSS!2^^^^ ^ Th ° maS ' P,8nt Ce " 1996 ' 263:359-368 und 
bestent lediglich aus der Reg.on -117 bis +26 weshalb er mithin einer der kleinsten 

oequenzen SEQ ID NO: 60 bis 62 zu entnehmen. 
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Tabelle 2: Multiple Expressionskassetten 



Plasmidname des 
pUC19-Derivates 
pUTI 

(pUC19mit 

usp-ocsn 


° w n n i nsieiien vor dem 
jeweiligen Promotor 
EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


Multiple 
Klonierungs-S chnittstellen 
(1) BstXI/NotKPstI/ Xbal/StuI 


Schnittstellen hinter 
dem OCS-Terminator 
Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hindm 


PDCT 

(pUC19mitDC3- 
OCS) 


EcoRI/AscFSacI/XhoI 


(2) BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ 
Hpal 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hindm 


PleBT 

(pUCl9-mit 

LeB4f700VOCS^ 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(3) BglH/Nael/ Clal/Smal/Ncol 


Sall/SacI/AscITHindm 


PUD12 

(pUC 19mitmit 
USP-OCS1 und 
mitDC3-OCS) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(1) BstXE/Notl/ Pstl/Xbal/StuI 
und 

(2) BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ 
Hpal . 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hindm 


PUDL123 
Triple expression 
cassette 
(pUC19mit 
USP/DC3 und 
LeB4-700) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(1) BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI und 

(2) BamHI/ (EcoRV VApal/Nhel/ 
Hpal und 

(3) BglH/Nael/ Clal/Smal/Ncol 


Sall/Sacl/Ascl/Hindm 



(uS^r lttSte " e SChnei<,e ' Basenpaartra 9 m9nt <*» LeB4 p rom0to rs 

2T" Pr ° m0toren Wr »* —*« .nsbssondere 

a) 2,7 kB Fragmentes des LeB4-Promotors oder mlthilfe des 

b) Phaseolin-Promotors oder mfthilfe des 

c) konstitutiven v-ATPase d-Promotors. 

Es kanninsbesondere wQnschenswert sein, weitere besonders geelgnete Promotoren 

P^o m rno^ S TT e f SCher Mu '« ex Presslonskassetten wie 11 Z Na™ 
Promotor oder den Arcelin-5 Promotor zu verwenden. 

Weitere in Pflanzen nutzbare Vektoren mit einer bzw. zwei oder drei Promotor- 

lnto^ reSSi0nkaSSetten ^ d6n 8 «« u «" SEQ ID NO 63 Ss 
SEQ ID NO: 68 zu entnehmen. 

IL) 22^*2 Ex ^ ressionskonst ^> clie Promoter, Terminator und 

*r " PUFA Q «?~i in P"en Expressions- 
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In pUT123 wird zunachst uber BstXI und Xbal die A-6-Elongase Pp_PSE1 in die 

o^lISf S6tte inSeriert Dann " W die ^-S-Desaturase aus Moos (Pp.desS) Qber 
BamHI/Nael in die zweite Kassette inseriert und schlieBlich die A-5-Desaturase 

^?n^ IU n (f yT B) ° ber B9,,,/NC0, in die dritte ^ asset * e inseriert (siehe 
SEQ ID NO: 56). Das Drerfachkonstrukt erhalt den Namen pARA1 . Unter Beruck- 

s,cht,gung sequenzspezifischer Restriktionsschnittstellen konnen weitere Expressions- 
kassetten gemaB Tabelle 3 mR der Bezeichnung pARA2, pARA3 und pARA4erste.lt ■ 
weraen. 

Tabelle 3: Kombinationen von Desaturasen und Elongasen 



Gen 
Plasmid 


A-6-Desaturase 


A-5-Desaturase 


A-6-Elongase 


pARAl 


Pp des6 


Pt_des5 


Pp-PSEI 


PARA2 


Pt_des6 


Pt des5 


PpJPSEl 


PARA3 


Pt des6 


Ce des5 


Pp PSE1 


PARA4 


Ce_des6 


Ce_des5 


CeJPSEl 



des5 = PUFA spezifische A-5-Desaturase 

des6 = PUFA spezifische A-6-Desaturase 

PSE = PUFA spezifische A-6-Elongase 

Pt_des5 = A-5-Desaturase aus Phaeodactyium tricornutum 

Pp_des6 Oder Pt_des6 = A-6-Desaturase aus Physcomitrella patens bzw. Phaeodac- 
tyium tricornutum 
Pp = Physcomitrella patens, Pt = Phaeodactyium tricornutum 
Pp_PSE1 = A-6-Elongase aus Physcomitrella patens 
Pt_PSE1 = A-6-Elongase aus Phaeodactyium tricornutum 

r! - ^ = A ^ esaturase aus Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF078796) 
Ce_des6 = A-6-Desaturase aus Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF031477 
Basen 11-1342) 

Ce_PSE1 = A-6-Elongase aus Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF244356 
Basen 1-867) 1 

Auch weitere Desaturasen Oder Elongasegensequenzen konnen in Expressions- 

N^^n^^r er ^ lnSeriertWerdenwlez - B - Gen^nk Acc. Nr. AF231981, 
NM_013402, AF206662, AF268031 , AF226273, AF110510 Oder AF1 1 0509. 

iii.) Transfer von Expressionskassetten in Vektoren zur Transformation von Agro- 
baktenum tumefaciens und zur Transformation von Pflanzen 

nip ZEFT Konstmkte wurden mlttels Asc > h den binaren Vektor pGPTV inseriert. 
D.e multiple Klomerungssequenz wurde zu diesem Zweck urn eine AscI Schnittstelle 
erwertert. Zu d.esem Zweck wurde der Polylinker als zwei doppelstrangige Oligo- 
nuKleot.de neu synthetisiert, wobei eine zusatzliche AscI DNA Sequenz eingef Cigt wird 
Das Ohgonukleotid wurde mlttels EcoRI und Hindll. in den Vektor pGPTV inseriert Die 



BASF Plant Science GmbH 20030823 PF 54966 DE 

60 

Beispiel 2: Klonierung und Charakterisierung der ceLPLATs (SEQ ID NO: 38 - 44) 
a) Datenbanken-Suche 

ooTactor (Yamashita et al., J. Bo. Chem. 2001 2tv oktak oe-reo\ r» w « 

26 Program™ Cluster ersteiit. " MSLPA ^ T 8au f <Rgur2). Das Alignment wurdemitdern 
t>) Klonierung der CeLPLATs 

dfe H 6 f^nS c entsprechenden Primerpaare wurden so ausgewahlt daWsfe 
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Tabelle 4: Nukleotldsequenzen der PCR-Primer zur Klonierung von CeLPLATs 

Nukleotidsequenz 



Primer 



5* T06E8.1f* 
3'T06E8.1r* 

5' F59F4.4f* 
3' F59F4.4r* 



* f: forward, n reverse 



5' 



ACATAATGGAGAACTTCTGGTCGATCGTC 3' 
5' TTAU CAUAI I rCTTCCCGTCTTT 3 r 

5' ACATAATGACCTTCCTAGCCATATTA 3' 
5' TCAGATA TTCAAATTGGCGGCTTC 3' 



Beispiel 3: Analyse der Auswirkung der rekombinanten Proteine auf die Produktion 
des gewunschten Produktes r-roauKaon 

a) Aufarbeitungsmdglichkeiten 

2^^' ^rbeverfahren verschiedener Art. enzyrLische und 
mikrob.olog.sche Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hochleistunas 

Materials, John Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A., und Henrv J D fisaa. Rinrh« m i~i 

fttsi Tr nn ' s E ir ,opedte « induswai cSKffS 

S^S-S »" e T nte " V8,tehren a0n Nachweis TO " in Hefen warden 

SA 96 f 22 )- 12 ^"!^. und Browse et al. (1986) Analytic Biochemistry 
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152.141-145, beschneben extrahiert. Die qualitative und quantitative Lioid 
Fettsaureanaiyse ist beschrieben bei Christie, William W ^3^7? w?f u 
logy, Ayr/Scotland- Oilv Press (mh, P~ol i • -J! u * Advances ,n Lipid Methodo- 

Chrornatograpn^ and lZTap^^%^ t fT£ 2)1 ChriStle ' Wi,!iam W " Ga * 
1992, IX, 3 9 o7s.^ ^ess, 1989, Repr. 

Pergamon Press 1 (1952* ifirtlS?,,T P ro .9ress in L.p«d Research, Oxford: 
Other Lipids COD " ' > ^ Pr ° 9feSS in the Chemlst ^ * »» and 



So kann die Analyse von Fettsauren Oder Triacvlalvcerin i- Tin a^- 
Klammern angegeben) z.B. mitte.s FettsaurSS - f£me? cT*?*" ■ 

^u^S W6rden: 

o7y*^^^^ H n UPfd Methodo, °9y. Vierte Aufl, Christie, 
VeLren^^ 

pendiert, 10 min bei mr»°r 0 2! ua s raiment wird danacn ,n Aqua dest. resus- 

vo„ ^^^^^f^^j^^ **** 

bei 90"C, was ai hydrolvsieZ 7to ^ ?' 2 % D ™««Wrep<>n f Or 1 std. 

hiert und schneSB^in^ • » """" anschl,eSend *> Petrolether extra- 

pad, WCOT ^S^^^sS^^^?*'^^ 

b) Fettsaureanaiyse in Pflanzep 



20 



25 



> 
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%^^£££E£TT? Mem0an ° l -*~en und 
und die FAME wJCSZgSZ* ™* *« ^ «— 

n* einer Ra ,e von mT.SSESS SS'SS^' 
programmiert. Stickstoff wurde als TrSaeraas v^phhTw! 7 „ ! 5 C/m,n 
• Fettsauren wurden durch Verglefch m f rU^Z^ M bel 70 ° C) - Die 
(SIGMA) identifiziert. Retent,onszerten von FAME-Standards 

BeispieU: Funktionelle Charakterierung der CeLPLATs in Hef e 
a) Heteroloqe Fxnression in g a ,v^ Q mwA<5 norat ,^ 

SSS5SS=fssssaa. 

e«!i> 1-rnDr* ta _ r-romotors von pYes2.lTopo unter Verwenduna des dY- 

das die offenen Leserahmen einer 2d2Z^«w£^ T" ^ "-WW*. 
^^^^^^^^^ 

Die Sender ^^^^^^^ ^ 

euch im Hefestamm iS^ST "eechriebenen Experimente wurten 
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CMdum-Russigmedium (ohne Uracil und Leucin\ mit5>o/ Ra «, B(l » A „ 0 , , ' % ^ 
mt den Vofculfcren auf eine OD M0 von 0,08 angeimpft Die kpressionWrdt befeher 

Fettsaureanaly ao 

?J!^I efeZe,,en aus den ^uPtkuturen wurden durch Zentrifuaation (too xnin mi n 

llr^M^ZT eme VT d6n Hefe - Z ^edimenten wurden FettsauremX 
^^^^^^ 

o^sc^ 

gewaschen. AnschlieSend wurden die PE P^n m^ 3 ' S *° UOd 2 m ' Aqua dest " 
^gedampft und in ioo M. 5 
^p.ilarsaule (30 m, 0,25 mm, 0,25 pm, Agilent) in einem HevS-PacSS 6&o 

die GLC-Analyse waren wie folgt: Die Ofentemperatur wurde von 50°C bfe 2s3c mi 
e,ner Rate 5»C/min und schlieBlich 1 0 min bei 250»C (halten) progrLn^ert 

Die Identifikation der Signale erfolgte durch Vergleiche der Retentionszeiten mit 
entsprechendenFettsaurestandards (Sigma), "eienxionszeiten mit 

Acvl-CoA Analyca 
Expressinnfifln a iy e ^ 

***m sind ,„ groBe n ««£ ,„ j£ J^^SE^E"* 
_ tJ . una ^0.4 ' denProd uktenderA-6-DesaturaseundA ft Finn« a o« 

srsr ~ dass d,e Gene p ^ - p-i sr^r 

Figur 3 gibt wie oben beschrieben die Fettsaureprofile von traneoenen ckwbvcpb 
S. ce^e-zeilen. Die Synthase der ^reme^^Z^ 5 ^^ 6 



5 



) 
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waren Die Hefen wurden in Minimalmedium in Gegenwart von ia-2**« in,.«.^ 
AnschlieSend wurden die FettsSurememylester oSr anJJylfen. 

In den Kontroll-Hefen, die mit den Vektoren pESCLeu-PnDfi.Pc 0 i /nV „ . 
wurden, ist der Anteil von 20*»-"-» zu demlt^^urrH^ ? ^ transformiert 
5 wesenflich niedrigerals in den Hefen, die^sSteh die ^T?06E8 ^ 
Tatsachlich konnte die Elongation von 18:3"» * Z ll^S drT^ 
Expression von CeLPLAT iTOfiFfi i\ „ m inn / durch d,e 2L| satzliche 

signifikante Emohung^s^PUFA^ (Fi 9 ur4 )- Djes * 

gefOttertenFet^ 

) f f bautunddo rt von ( derA-6-De^tuifezu 

Erst nach ReaquiHbrierung mit dem Acyl-CoA-Poollonnen ^ « unH SSSTSf. 
durch die Elongase zu 20:3^. bzw 20 4^ c 0 T" ,1L * ^ 18*W*« 
die Lipide eingebaut werden. Die LPI^T T06E8 1 jS? e '° ng,e * und dann ^der in 
Acylgruppen sehr effizient in Col ■ ThinLI? * V der Lage ' die ^-desaturierten 

bessertwerden.(Rgur2AundBb 2 w.5AundB) V6r " 
Figur 5 gibt die Fettsaureprofile von transgenen C13ABY<?«r c ™.. • • ^ 

Fetteauremethylester Ober GLC aZysie* A™c"heSend wurden die 

geWenen Fe^ure™^ ESSESE^.* ?*• Di9 SX ° 9an 
18:3 A6.9.i 2 d ^..Ae.9,12.15 hII' ! S t Phospholipids eingebaut und dortzu 

Pool Kenne 1*3^* uJ^^^Z^^'"" 9 *" Ac "- CoA " 
20-4«"H.7. r . . ol „„„r™ ' . durch dl « Elongase zu 20:3""". bzw. 

^S^rTnS' ^ A - 6 - d - u ^" Acyigruppen enfcen, in CoA- 

CelPLAT Cr ° 6E8 - 1) naCh ^xP'^on mi. der 
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vp^fi^^'f oA - Zusam mensetzung transgener INVSd Hefen, die mrt den 
Vektoren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (A) Oder pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2.T06E8 1 

ihnl' TV , W ° rden Waren * Wieder ' Dle Hefeze| ten wurden in Minimalmedium ' 
orine Uracil und Leucn in Gegenwart von 250 pM 18:2* 9 - 12 kultiviert. Die Acvl-CoA- 
. Denvate wurden Ober HPLC analysiert. V 

^n«pTir dUn9 d6S Hefe " Stemmes 'NVSd zur Co-Expression von CeLPLAT 
die Pone un U rf pIT" PPD6 Und PSS1 er9 *' bt S,Ch f0,9endes Bild: Kontrollhefen, 
SK^c^^T^ fr tha,ten Wte SCh0n bel Ve ^ung des Stammes 
c-« 9 9t nur 9enn9e Men 9 en des Elongationsprodukts (203 A8 - 1114 bei 

™tu^Z\¥ b2W ' 20:4A8 ' 11 ' 1417 ^ F ° tterUn9 V ° n "* Siehe R9 - ' A und 8 A). 
o£ir r™^ Expre f S S n ^ ° eLPLAT (T06E8 - 1 ) « rf0, 9t ein deutlicher Anstieg 
*eser Eiongatonsprodukte (siehe Figur 7 B und 8 B). Tabeile 5 zeigt, dass die zusatz- 

laenaites an 20:3^- 11 - 14 (bei Futterung von 18:2) bzw 20-4 A811 - 14 - 17 th*\ F.-.«or,.„„ 
18:3) bewirkt. Daneben zeigt sich, «L auch 016^01 8^SSS& 

^Tr^nl^ V ° n frans9enen ,N VSC1 S. cerevisiae-Zellen zu ent- 

2S n ;S S J f S 1 ! 8 ^ Fe «sauremethylester erfolgte durch saure Methanoiyse 
intakter Zellen, die entweder m.t den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/oYes2 fAWvter 

wurden in Minimalmedium ,n Gegenwart von 18:2- - kultiviert. AnschlieBend wurden 
die Fettsauremethylester Ober GLC analysiert. wuraen 

Rgur 8 gibt die Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerev/s/ae-Zellen wieder 

e « er J e ^*™Westo erfolgte durch saure Methanoiyse integer 
ZeHen, d e entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2 (A) ode/cY^ 

l ^T*^? 6 - 9 ** (B) tranSformiert waren. Die H^feTwu'den 

in Minimalmedium ,n Gegenwart von 18:3^ 15 kultiviert. AnschlieBend wurden dL 
Fettsauremethylester Ober GLC analysiert. 
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Tabelle 5: 



id 



waren. Die Hef eze „ en wu^ h ^SISL I aucin 



I Fettsauren 



18:2 49,12 

18:3^ A12 
18:3 Ag.i2.is 



Futterung mit 250 uM 

18 . 2 A9.12 



PpA6/Pse1 

15,31 ± 1,36 
23,22 + 2,16 
5,11+0,63 
15,09 + 0,59 



Fattening mit 250 uM 

18:3 49.12,1S 

PpA6/Psel" | PpA6/Pse1+~ 



PpA6/Pse1+ 

T06E8 I I T06 E8 

15,60±1,36 12,20±0,62 16,25±1,85 

15,80±3,92 | 17,61 ±1,05 I 14*58 ±1,93 
7,98 ±1,28 



1 20:3 A8 ' 11 - 14 
1 20;3 Aii.i4.i7 

1 20:4' 48,11,14,17 



,64 ±1,09 
28,72 ±3,25 
3,77 ±0,41 



2,12 ±0,86 
1,03 ±0,14 



5,94 ±0,71 I 7,52 ±0,89 

16 ' 01 ±2,53 I li>,62±0,34 15,14±2,61 

n,80±1,12 j 4,bb±0,18 J 13,07±1,66 
14,44 ±1,61 



4,72 ±0,72 



32,86 ± 1,20 | 14,14 ± 2,52" 
5,16 ±1,04 | 3,31 ± 1,15" 



4,95 ±4,71 
8,23 ±1,59 



4,12 ±1,54 I 6,95 ±2,52 
1 ,34 ± 0,28"| 8,70 ±1,11 



Ein MaS f Or die Effizienz der LCPUFA-Bio«?vntho«» i« ♦ 
Quotient aus Gehalt der arJanS^Sa22? trai ?! ener Hefe ste,,t *» 
(20:3 A8.ii.i4 b2w 2o- 4 ^ ^^^^ lon9 f 0 ^^^ nach A-6-Desaturierung 
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n^h a In i anderen W0rt6n: der Gehaft an ^nschtem A-e-Hongationsprodukt 
nach A-6-Desatunerung bei Co-Expression von CeLPLAT betragt eoSSder 
je^,ls zugefutterten Fettsaure. In Kontrollhefen betrSgt dieser GehaH tw£Sfi£ 

Erttfhung des Verhaltnisses 20:3— : SO^S^^iS^^^ 
bedeutet dass in Anwesenheit der LPLAT die A-6-Elongase bevorzugt mehrfach' 
ungesattigte Fettsauren (iStf**- 9 - 12 und m* 6 - 9 ™^ *i c * 9 l ™ enrfach 

■atlonate Median ,, B . partelle ^S^ h °ST" 

Expression von A-6-Desaturase. A-e-Hongase und LPLAT bei Verwenduna eines 
protease-defizJenten Hefestamms geringer ausfallt "rwendung eines 

Acyl-CoA Analysen von transgenen INVScI Hefen dla mit 1 r-om.™ „ rfni . - 

das Su wS-'coA, nSn SITUS'S J? ~" • 

Bongase zur Verfugung stent, was wiederum dan geringan 4ahaK a n ^Zttt 
preduw to Komrolihefen eridarL (NVSc, Hetan, * J5£!5£^X5 die 

poo,^;^^ 

b) Funktionelle Charekterlerung der CeLPLATs In transgenen Pflanzen 

Expression flinktlnnatar gg| pLAT In ^ . ^nan pflan^ 
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Zu diesem Zweck wurde der kodierende Bereich von CeLPLAT Qber PGR ampiif iziert. 

tiJ^ilrfn^VZ Wleder96g9ben » die zur Kton ^ng eines weiteren Clones 
aer ceLPLAT in binare Vektoren verwendet wurden. 

Tabelle 6: ^e^dsequenzen der PCR-Primer zur Klonierung von CeLPLAT 
(T06E8.1) in den binaren Vektor pSUN3 



Primer 
ARe503f* 



ARe504r* 



f : forward, r: reverse 



Nukleotidsequenz 

5* TTAAGCGCGGCCGCATGGAGAACTTCTGGTCG 3' 
5'ACCTCGGCGGCCGCCCI I I I AU GAGA I I IC3' 



Das PCR-Produkt wurde in einen pENTRY Vektor zwischen USP Promotor und OCS 

DarQberhinaus wurde der kodierende Bereich von CeLPLAT fih*r Pro • • - 

^ischen UgB4 P^otor und 0»T« lrt w££SE£ SSSSSTfS 
Pnmer wurden so ausgewahlt dass in da* ppr Pr«H..w « • verwenoeten PCR 
f9efuhrt wurde. Au^^ 

dass sie der codon usage von hoheren Rlanzen angep^st war ' 
Folgende Primer wurden fur die PCR verwendet: 
Forward primer: SVAGATAATOGAG^^ 

Reverse primer: 5'- CTAGCTAGCTTACTCAGATTTCTTCCCGTCTTTTGTTTCTC-3' 
^Z^^T^ J" d f 0 K lonierungsvektor P CR Script kloniert und Qber die 

comumm (SEQ ,D NO: 69, AminosSuresequenz SEQ ID Z S, ££-6- 
Sequent des VeK^s Lte -^^^iS^SSES * 



10 



15 
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SEQ ID NO: 73 und SEQ ID NO: 74 zu entnehmen. Die A-6-Desaturase aus Ph*Pn 

A^ZT: nUtU ZL re,Cht ^ NUk,e ° td 4554 bfe 5987 * ^Td NO 71 D^ 
A-6-Elongase aus Physcomitrella patens reicht von Nukleotid 1026 bis 1898 und I dt 

« ^ Caeno ™ el ^ns reicht von NuKleotid - « tfalK* 

Se^IS ^ r V6kt0r P SU N3CeLPUVT und dem in 

fur A-6 Des^aTe ^Ho^u^T^™ ^ entha ' tend Gene kodi *™ d 
Pflanzen ^ ™>« * transgener 

6n au6erdem fransformiert mit dem Vektor pGPTV USP/OCS- 
SE^D^^ ^ « ■> NO' 71, SESa 

Werterhin wurde Lein mit dem Vektor pGPTV LeaB4-700 + torp« 1 • - 

SlSST To tranS9enen Tabak " und Leinpflanzen wurden wie weiter vome 
beschneben [Be.sp.el 3 b)] auf erhohte Gehalte an LCPUFAs in untersucht 

Aus den hier vorliegenden Arbeiten lasst sich die Funktion der Acvl Coai ^ n 
wend.g. 20.5 wrd vom Phospholipid- zum CoA-Pool transferiert und nach 
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Beispiel 5: Funktionelle Charakterierung der Acyltransferasen 

Urn die Substratspezifitat von Acyltransferasen hoherer Pflanzen und LCPUFA-orodu 
^render Organismen zu vergleichen, wurden aus dem LCPUFaXS^T^ 

^ZTZn^^T aus Sonnenb,ume 

10 gete^ef LP ^ T - A "'v*aten wurden mit verschiedenen Acyl-CoAs als Substrat 



deTsnTpoT^ 

gefQhrt P 6 e ' nbaUt * WUfde eine p °smonsanalyse der Upide durch- 



5 d 6 T . L rPMPA " SP !f iS ° he A ? v '* rans * erasen zu isolieren, wurde ausgehend von mRNA 
> der LCPUFA-produzierenden Organismen Thraustochytrium, Physcomitrella Crvnte 

Bank erstellt und d.ese uber DNA-Sequenzierung naher analysiert Uber Seouenz 
homology wurden Acyitransferasekione identifiziert. Alternate wurden One? PGR 
Techniken Acyltransferasen amplifiziert. CR " 

' VZT?* E ' ,°? Ze " en ' Hefen « ,nse ^nzellen und Pflanzenzellen mit erhohter 
Express,on mmdestens einer LCPUFA-spezifischen Acyltransferase wefsen Snen 
erhohten Gehalt an LCPUFAs in ihren Lipiden auf. 

Beispiel 6: isoHerung mikrosomaler Fraktionen aus Mortierella, Sonnenbiume und 
!S2£?2K* Substratspe, fitat von Acyttransferasen fflr 

ISHSZ^^ lnsbesonde ^ Olsaaten wie Sonnenbiume, 

hh mo ,?nw , J LCPUFAs .n ihre Upide einbauen konnen, wurden aus Sonnen- 

nd ^ e,nsamen M'krosomen prapariert und verschiedene Acyltrans^eraW 
Akt,vrtaten h,ns,chtlich ihrer Substratspezifitat fur LCPUFA-CoAs unEchtTm 
sT^rT ^T^ 7 -' LPAAT - Und LPC AT-Aktivitaten SESTEE Sgebnis- 
FA-ZduzeTn^ 

A/Jh^ rt ' ere,la a ' p,na ' der bek annterma3en hohe Gehalte der LCPUFA 

sss: s^sr.'s 1 - Trla ~ enths,t (c - Mina « ™> 

b^"n rOS ° ma,er MembranSn aUS 0 °W« ta »n tender Samen von Sonnen- 
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Me Arberten wurden bei 4°C durchgefOhrt. Die Cotyledonen von reif enden Sonnen- 

0 iZJ ^ ^rT" Un9efahr 10 Ta 9 e nach ^esis geernte" undT 

M Natnumphosphatpuffer (pH 7,2), der 0,33 M Saccharose und 0,1 % BSA 
(fetteaurefre.) enth,eit, suspendiert. Nach Zerkleinerung in einem Glashomoqenisator 
wurde das Homogenat bei 20.000 x g, 30 Minuten Ian zentrifugiert Der OberZd 
wurde durch eine Lage Miracloth filtriert und bei 100 000 x a in einer ml^ZT 
90 Minuten iang zentrifugiert. Die peiietierten ^ZZ^eZLn^e^ 

Puffer n^ZlT^.^ ? ' 2) 96WaSChen und in elnem kieinen V^men 
Puffe resuspendiert, wobei ein Glashomogenisator verwendet wurde Die mikm 

"o*^ ertWeder sofort we rt e™det SeTbei 

Preparation mikrosomaler Membranen aus Mortierelia 

Kulturen von Mortierelia wurden nach 5 Tagen geerntet und auf Eis gestellt Alle 
oZZZtVT^T 4 °° auS9ef0hrt Das mycelium wurde ° T M Nalrium- 

S2SltS l^* 33 M h Saccharose > 0,1 % BSA (fettsaurefre TlOOO units 
Kataiase/ml und 1 mM Pefabloc enthielt, suspendiert. Die nachfotaenripn ^hri«o 
wutf en wie unter .Preparation mikrosomaier Membranen ^XoneSender 
Samen von Sonnenblume und Lein' beschrieben durchgefOhrt. rei ! enc,er 

Die Spezif itat der GPAT wurde untersucht, urn zu OberprOf en ob das Enzvm Pin*, 

• skbsSksSSSSSSS - 

gemisch zugesea, um die ReaWion zu starten. Nach 5 MnXntnloSn^r 

In Figur 1 1 und Tabelle 7a und 7b sind die GPAT-Akthntaten ,/«n n w« .. o 
biume und Leinsamen bei verschiedenen A^SrCsTeT 3 ' SOnnen " 

Die GPAT von Mortierelia baut ungesattigte Fettsauren effizienter ein als qesattiote 

S^S^ I u ^ l ww * n mitahn,ichen Einbauratan 

bzw. 90 /o). Der Einbau von polyungesattigten Fettsauren (20:3-CoA und 20 4 CoA? 
war nur unwesentlich niedriger (80% bzw. 75%). 20.4-CoA) 
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Fattsauran Stsarat und Pa.nS^^V^Tif?"" 0 ^ T 
64%). Ahnliches gilt fflr 20-3<toA taw 1 £?L 9Ut 8ln 9 eba< * HO* bzw. 
I blumeain rala.lv LlaoSb^^ 

halb so aktiv wis SonnsnlmTn ^und * J a T ol/min/m 9 p «*»" * * nur 
Mortteralla. BezOglich da Sat^Si JT"? 6 ' akflv als das & W aus 
CoA-SubstratederGPATa^S^ w ! RSlCh Dfe Unfasten Acyl- 
laa, (,00% br*. ^ oTa ^Zn^™Z^ bl T ^ U ° d Un °" 
tat sind mit 65% und 90% dautllch h^e, als bSln^T und 

SS^SS 0be,pra,en ' * - ^ «™ 

von Olsaaten LCPUFA-CoAs ums^B lSSt 21 »?i " m *" 9rmBeln ' 00 * 

Oleoyl-CoA (18:1-CoA), Uiioleoyl5oA(18?ciif ?^ >' 8tearo » K5 o A d&O-CoA), 
(20:3-COA) odar Amotion^ S icoA^^oT^^T''" 0 ' 9 ^- 00 * 
Das in dar Reakaon frelgesstzte CoA wu^ In HUfe £1 " n Phos P ha » u «^ PH 7,2. 
ExtlnkBonskoaffblenten von 13 6 mM 7* ™T„ Anfangsslelgung und das 

(aquivalant to ug Protah Z ZSL b^loTp T 1 K Mikrosom ^ Mambranan 
Uinsantan, wutdan dan, ^Z^^T.^TZ^ 
In Figur 1 1 und Tabelle 7a und 7b sind dio i pa at ai^- 

Hume und Lalnsantsn bel J^SSCT S ° nnen - 
16:0-CoA und IB^Lda^ur* % \^ ^9^^^'^=^^ 

CoA). Sowohl oesStttate ataS^f ^ LPAAT < 250 % rate«v zu Oleoyl- 
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Ein ganz ahnlfches Bild ergibt sich fur lpaat a . ,o i 

bests Substra, Car (120% £££ Ge^ZeP ^o^ 0 * — *• 
LPAAT-Substrate (25% und 30% fOMfiTr^ J !f?? e Fettsau ™n sind schlechte 
am schiec.ttes.en LgeseS ^JXZSlEf*? 0 * 

(A.K. Stobart und S. Cne ( ^ VF, T**" ^ 

Microbiology 144- 263*2645 rw> 119 " 12 S: F-M. Jackson et al. (1998) 

Fetteaurenlcn in^n^vTuf RISE ^^"-"Svon 
von Fettsaoren zu und von der des re a «T r ^ S Transfera ^«" 

entwickelnde Olsamen beschrfeben 7 9 ' ahnllch dem ' wle « Mr 

Es wird vermutet, dass CSt**" et *• '«* Stobart et a,., 1983). 
dee PC dutch LPCAT katafcs en S H t Tl AcyM5oA 2ur sn " 2 Position 
urn zu Oberprflfen, ob das £££ m I*? - *" von LPCAT '«'"««*. 
besondere. urn zu em,*e,n, °-e^— 

SK^SS^^^ Assay 
Arrterungder Absonrton bei 4o7nm u^ S^'^S' va ™ en *'W"rde und die 
8^1-Palrniloyl.Lysc^praifcSn^ ZZZf? Ti'" 6 - Der enthielt 
und 20 nmol eines der foTgenden^ ' ^ Mk »«»- °TNB (50 nmol) 
(16.f>CoA), Palrni^^^^^^^ff* (14:0-CoA), Palmtoyl-CoA 
(18:1-CoA>, Unoieoy^^ATrs-a^Dinfn^ 1 ' 18:0 " CoA ). OeoyKtoA 
Oder ArachidonyNCoA l^lc^i^^Tt "^'^ (20:*CoA> 
wurde dureh Zugabe mkrasoWa^ hLZZT Phos P hat P u "«r, pH 7,2. Die Reaktion 

blume) bzw. 30 ug (Uinsamenl ^THT ^ ^ 5 M9 < Morti »rella und Sonnen- 
MorHerella LPCAT satzl ^en?8? tHEfTT^ (Siehe Tab ' 10a und ,ot »- 
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Substrate (relative Aktivitat klelner 20 %). 20:3-CoA und 20:4-CoA werden « ni^ht 
umgesetzt (relative Aktivitaten kleiner 5 %). quasi n,ch * 

Ahnlich verhalt sich LPCAT aus Leinsamen: Oleoyl-CoA und Linoleovl-CoA wprH.n 
5 LPCAT-Aktiwtat naohgewiesen werden. Keine 
Diskussion der Oaten zur Acyl-CoA-Spezifitat von QPAT, LPAAT und LPCAT 

1974). Ouches wurde fur IS 
k L^ATdt pSi m* 80 " 6 * * (1 " 8> "W" au8erd 9m ,°cSwede^T„^ 1 ' 

30 En^ 2££S£E^ SK* , ~ *• M °~ 

Gesattigte Fettsauren hingegen wurden kaum umgesetzt Diese DatPn cHmll , 
em mit der Beobachtung, dass bei den meisten Olsaa^ LPMT ^TTlfr^ 
40 fur ungesattigte Fettsauren zeigen (Griffiths et al., 1985 ichinTra e Z T£Z 
Sonnenbiume und Leinsamen 1st ArachidonyLCoA auc 1 0 5m? I in chTe^e 
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Substrat. Verglichen mit GPAT ist die LPAAT-Aktivitat von Sonnenblume und Lein- 
samen aber etwas hdher. 

Die Spezifitat von LPCAT in mikrosomalen Praparationen von Mortierella und Sonnen- 
blume wurde ebenfalls untersucht In Mortierella zeigte LPCAT ein breites Spektrum 
der Substratspezifitat auf. Die Aktivitat des Enzyms mit verschiedenen Acyl-CoAs 
nahm in der Reihenfolge 18:1-CoA > 20:4-CoA > 20:3-CoA > 16:1-CoA > 18:2-CoA ab. 
LPCAT aus Sonnenblume und Leinsamen zeigte kaum Aktivitat mit 20:3 und 20:4- 
CoA. LPCAT in Rinderhirn-Mikrosomen zeigten auch eine schwache Aktivitat mit 
gesattigten Acyl-CoAs und eine groBere Aktivitat mit Linoleoyl- und Oleoyl-CoA (Deka 
et al., 1986). LPCAT von Rinder-Herzmuskel-Mikrosomen akzeptieren einen groBen 
Bereich von Substraten, obwohl die Aktivitat besonders hoch mit Arachidonyl- 
Linoleoyl- und Oleoyl-CoA-Substraten ist (Sanjawara et al., 1988). In Pflanzen wurde 
die Acyl-Spezifitat und Selektivitat von LPCAT in Mikrosomen von Farberdistel (Stymne 
et al., 1983; Griffith et al., 1985) und Leinsamen (Stymne & Stobart, 1985a) untersucht 
Oleat und Linoleat wurden mit ungefahr der gleichen Umsatzrate an die sn-2-Position 
von PC acyliert. Die Aktivitat mit alpha-Linoleat betrug nur etwa die Haifte. Palmitat und 
Stearat waren wesentlich schlechtere LPCAT-Substrate, wenn sie als einzelne Acyl- 
CoAs angeboten wurden. Wurde eine Mischung aus gesattigten und ungesattigten 
Acyl-CoAs angeboten, so wurden Palmitat und Stearat vollstandig vom PC ausge- 
schlossen. Auch LPCAT in mikrosomalen Membranen von Mucor circinelloides ver- 
wendet Oleoyl- und Linoeoyl-CoA wesentlich effizienter als gesattigte Fettsauren Es 
gibt also eine groBe Obereinstimmung bei der Spezifitat von pflanzlicher, tierischer und 
p.lzlicher LPCATs. Die Tatsache, dass LPCAT aus mikrosomalen Membranen von 
Mortierella nur eine schwache Aktivitat mit Stearoyl-CoA und eine gute Aktivitat mit 
Oleoyl- und Linoleoyl-CoA aufweist, kdnnte darauf hinweisen, dass Phosphatidylcholin 
als Substrat fur Desaturasen dient. Es wurde demonstriert, dass Oleat an der sn-1 
und der sn-2 Position von PC als Substrat fur die A-12-Desaturase in Olsaaten dient 
(Stymne & Stobart, 1986; Griffiths et al., 1988). Ahnliche Ergebnisse wurden fur Mucor 
circinelloides berichtet (Jackson et al., 1998). Die A-6-Desaturase verwendet auch 
Linoleat and der sn-2 Position von PC in mikrosomalen Membranpraparationen von 
Mucor (Jackson et al., 1998). Auch die A-6-Desaturase von Borretsch verwendet 
ausschlieBlich Linoleat an der sn-2 Position des Phospholipids (Stymne & Stobart 
1986; Griffiths et al., 1988). 

Die in Beispiel 6 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass Acyltransferasen von 
Sonnenblume und Lein LCPUFAs wie Dihomo-v-Linolenat und Arachidonat nicht 
effizient in die Membran- und Speicheriipide einbauen konnen. Obwohl LCPUFAs in 
Olsaaten wie Sonnenblume, Lein Oder Soja produziert werden konnen, indem die 
entsprechenden Biosynthesegene funktional exprimiert werden, ist davon auszugehen 
dass die gebildeten LCPUFAs aufgrund fehlender Acyltransferase-Aktivitaten nicht 
effizient in Triacylglycerin eingebaut werden, was zu einem niedrigen Ertrag fuhrt 
Zusatzlich zu LCPUFA-Biosynthesegenen (z.B. Desaturasen und Elongasen Oder 
Polyketidsynthasen) mussen also Acyltransferasen mit einer hohen Spezifitat fur 
LCPUFA-CoAs in Olsaaten transformiert werden. HierfOr eignen sich Acyltransferasen 
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von LCPUFA-produzierenden Organismen wie Mortierella, Phaeodactylum, Crypthe- 
codinium, Physcomitrella, Euglena und Thraustochytrium. 

Tabeile 7a und 7b geben die Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Lein, Sonnenblume und 
Mortierella alpina Acyltransferasen wieder. 



5 Tabeile 7a: Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Lein- und Sonnenblume- Acyltrans- 
ferasen 



Enzymaktivitat 


Lein 


Sonnenblume 


GPAT 


LPAAT 


LPCA 
T 


GPAT 


LPAAT 


LPCA 
T 


Rate (nmol/min/mg protein) 
des Olsaure-Einbaus 


6 


25 


9 


13 


28 


360 
















Prozentualer Einbau im Vergle 


ch zum C 


)lsaureeinbau 






Mynstoyl-CoA I 100 


30 


0 


57 


16 


1 


Palmrtoyl-CoA 


90 


25 


5 


64 


15 


13 


Palmitololeoyl-CoA 




140 


180 




140 


90 


Stearoyl-CoA 


65 


30 


15 


40 


14 


18 


Oleoyl-CoA 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


Linoleoyl-CoA 


90 


120 


100 


85 


250 


120 


20:3-CoA 






0 


55 




3 


Arachidonoyl-CoA 


5 


19 


0 


23 


18 


4 
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Tabelle 7b: Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Mortierella alpina -Acyltransferasen 



Enzymaktivftat 


Mortierella alpina 




LPAAT 


LPCA 
T 


Rate (nmol/mln/ma orotein) 
des Olsaure-Einbaus 


30 


51 


350 


Prozentualer Einbau im Vergle 


ch zum C 


)lsaureeinbau 


Myristoyl-CoA 




55 


0 


Palmitoyl-CoA 


66 


40 


25 


Palmitololeoyl-CoA 




70 


60 


Stearoyl-CoA 


50 


36 


10 


Oleoyl-CoA 


100 


100 


100 


Unoleoyl-CoA 


90 


90 


40 


20:3-CoA 


80 


65 


85 


Arachidonoyl-CoA 


75 j 


65 


90 



Beispiel 7: Positionsanalyse der Lipide von Thraustochytrium 

In Beispiel 6 wurde gezeigt, dass LCPUFA-Produzenten wie Mortierella Qber mem- 
brangebundene Acyltransferase-Aklivitaten verfugen, die LCPUFA-CoAs in Membran- 
und Speicherlipide einbauen. Durch Positionsanalysen der Lipide von LCPUFA-Produ- 
zenten kann man ROckschlQsse auf die in-vivo-Aktivitaten der einzelnen Acyltrans- 
ferasen Ziehen. Daher wurde im folgenden untersucht, welche Fettsauren an den 
einzelnen Positionen der Upide des DHA-Produzenten Thraustochytrium verestert 
sind. 

a) KuWvierung von Thraustochytrium spec.(TS) ATCC 261 85 

Die Kultivierung des Pilzes TS erfolgte in TS-FIOssigkultur und durch Ausstreichen auf 

IrSSf"" A " e dre '' Wochen wurtten die Pllz e auf neue Platten uberimpft, zwei Tage 
be. 28 C gelagert und anschliefiend bei RT (ca. 23°C) aufbewahrt. Die Russigkultur 
wurde bei 30°C unter SchOtteln inkubiert und nach 6 Tagen geerntet. Das Schutteln 
der Kultur unter Lichteinstrahlung erhohtdie Lipidausbeute (Daten nicht gezeigt) 
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I) TS-Medium: (Bajpai et al. (1991) JAOCS 68: 507-514) 

a ) 10x Losung A (g/l): 

250 g/l NaCI 

50 g/I MgS0 4 7H 2 0 

10 g/l KCI 

20 g/l Na-Glutamat 

2 g/l (NH4) 2 S0 4 

20 g/l Glucose 



Losung autoklavieren. 



10 b) 1 0x Losung B (g/l) 




200 g/l Glucose 
20 g/l Hefeextrakt 



Losung B wurde sterilf iltriert. 

c) 10x LdsungC (g/l) 

15 2 g/l CaC0 3 

Zum L6sen des CaC0 3 wurde die Losung mit HCI angesauert und anschlieBend 
autoklaviert. 

d) 10xL6sungD (g/l) 

1g/l KH 2 P0 4 
20 1 g/l NaHCOg 




Die Losung wurde autoklaviert 
Suplemente: Thiamin und Vitamin B i2 



Zu 600 ml autoklaviertem dest. Wasser wurde je 100 ml der 10x Losungen a) bis d) 
und 10 jig/1 Thiamin und 1 u.g/1 Vitamin B 12 zugegeben 

25 b) Lipidanalyse von Thraustochytrium (Bligh & Dyer (1 959) Canadian J. Biochem. 
37:911-917) 

Zur Extraktion der Gesamtlipide aus TS in Flussigkultur wurden diese durch Zentri- 
fugation bei 3000g fur 10 Minuten sedimentiert Nach Resuspension der Zelten in 10 ml 
0,45% NaCI wurden diese fOr 10 Minuten im Wasserbad gekocht. Nach einem weiteren 
30 Zentrifugationsschritt (wie oben) der in 40 ml-Schliffglaschen umgefQIIten Suspension 
wurde das Sediment in Trichlormethan/Methanol 1 :2 (v/v) aufgenommen. Dabei 
richtete sich das Volumen des Losungsmittelgemisches nach dem Volumen des 
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Sedimentes. Im allgemeinen wurden fflr die Extraktion einer 100 ml-Kultur 10 ml des 
Gemisches bendtigt Die erste Extraktion fand fflr mindestens 6 Stunden, zumeist 
allerd.ngs uber Nacht bei 8°C auf einem SchOttler statt. AnschlieBend wurden die 
Zellreste emeut sedimentiert und der Oberstand wurde bei 8»C aufbewahrt. Die zweite 

SSTJS !S *Ti ^ ErSt6n ' a " erdin9S mit TrichlormetharVMethanol 2:1 
(v/v) uber Nacht statt JMach der zweiten Extraktion wurden die Zellreste erneut 
sed.rnentiert und der Uberstand wurde mit dem der ersten Extraktion vereinigt. Die 

N e /rS e n% dann 3Uf daS Verhaltnis TrichlormetharVMethanol/0,45 % 

S«n± T !"* Und 9eschQtte,t Dabej w erden nicht erwOnschte, coextrahierte 
Substanzen wie Zucker ausgeschuttelt und gelangen in die wassrige Phase. Daraufhin 
wurde der Extrakt bis zur Phasentrennung zentrifugiert, die organische Unterphase 
abgenommen und zur Befreiung von Schwebstoffen durch Watte in einen Rundkolben 
filtnert. Der Upidextrakt wurde am Rotationsverdamfer bis zur Trockene eingeengt, 
die Gesamtipde wurden in TrichlormetharvMethanol 2:1 (v/v) und in ein ScnWfgtes- 
rohrchen uberfuhrt. Dann wurde der Extrakt unter Stickstoff emeut bis zur Trockene 
emgeengt und abschlieBend in TrichlormetharvMethanol 2:1 (vA,) in einem definierten 
voiumen aufgenommen. 

c) Lipidanalyse aus Thraustochytrium-Membranen 

• IS °n ^^^"yW^-Membranen wurden in ein Schliffrohrchen OberfOhrt und 
in 0,45/o NaCI aufgenommen und im Wasserbad 5 Minuten lang aufgekocht, urn 
lipidabbauende Enzyme zu inaktivieren. Nach Zentrifugation (5 Minuten, 3000 x g) 
wurde der wassrige Uberstand dekantiert. Die Extraktion der Lipide erfolgte eine 
n ZTvn 2°° !? *^ chlormeth an^ethanol (2:1). Nach Zugabe von 1/3 Voiumen 
Snnn f n * ZW beSSeren ^sentrennung zentrifugiert (5 Minuten 

n- 9> ; Z " Pidhaltl9e PhaSe ™* e "tnommen und unter Vakuum einge 

engt. D.e Up.de wurden in einem geeigneten Voiumen Trichlormethan aufgenommen. 

Im direkten AnschluB wurden die Uplde auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60, 20 x 20 cm 
0,25 mm Sch.chtdicke; Merck, Darmstadt) zur dunnschicht^hromatographischen 
Trennung der Phospholipide mit geeigneten Standards aufgetragen. Als Laufmrttel 
wurde Tr.chlormethafVMethanol^isessigyH 2 o 91/30/4/4 (v/v/v/v) verwendet. Die Lauf- 
?r D c^^^ dGS L ™^™* wurden die Flatten mit 

^^^^^^ ^ °' 3% IS °- Pr ° Pan0,) an96farbt ^ ^ 

d) LipaseverdauderThraustochytrium-Gesamtlipide 

per enzymatische Verdau erfolgt mittels Pankreaslipase (EC 3.1.1.3). Die hydro- 
lyftsche Spaltung erfolgt an der Phasengrenze zwischen Fett und Wasser, wobei das 
Enzym .n Tnacylglycerolen (TAGs) spezifisch die randstandigen Esterbindungen in 

InLTJZ * J??**- ,ntermediSr we *en 1 ,2- und 2,3-Diacyl-sn-giyceroie 
angere._chert d.e anschheBend zu sn-2 Monoacylglycerolen weiter verdaut werden. 
Nach dunnsch.chtchromatographischer Auftrennung und Gewinnung der sn-2 Mono- 
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acylglycerol-Fraktion wird die Fettsaure-Zusammensetzung der TAGs in der mittleren 
Position ermittelt 

In ein Glasschliffrohrchen wurden 50 mg des Gesamtlipides eingewogen. Nach Zusatz 
von 0,5 mi Tris-Puffer, 0,1 ml CaCI 2 -L6sung und 0,25 ml Gallensalzldsung (0,05 % 
(w/v) Galiensalz; Sigma, Deisenhofen) wurde das Schliffrdhrchen verschlossen. Das 
Gemisch wurde eine Minute lang durchmischt und anschlieBend eine Minute in einem 
Wasserbad bei 40°C vortemperiert, urn die Probe zu emulgieren. 

Die Hydrolyse erfolgte nach Zusatz von Pankreaslipase (EC 3.1.1.3; Sigma, Deisen- 
hofen; 2 mg Lipase pro 5 mg Lipid; Lipase frisch gelost in 0,5 ml Tris-Puffer) bei 38°C 
und hoher Schuttelfrequenz (moglichst 1200 U/min). Nach 30 Minuten wurde die 
Reaktion durch Zusatz von 1 ml HCI (6 N) und 1 ml Ethanol abgebrochen. 

Das Reaktionsgemisch wurde im Zentrifugenglas 2 mal mit je 4 ml Dietylether extra- 
hiert. Dabei wurde die obere etherische Phase abgenommen. Die verbleibende 
wassrige Phase wurde erneut mit Diethylether extrahiert Die Entstehung von Emul- 
sionen wurde bei jedem Extraktionsschritt zusatzlich durch Zentrifugation unterbunden 
Die vereinigten etherischen Phasen wurden durch ausschutteln mit je 3 ml Wasser 
(dest) gewaschen. Die organische Phase wurde in ein neues R6hrchen Oberfuhrt und 
mit Natriumsulfat getrocknet. Nach 2-minutiger Zentrifugation bei 3000 x g wurde der 
klare Uberstand abgenommen und das Natriumsulfatpellet erneut mit Diethylether aus- 
geschutteft, wie oben angegeben zentrifugiert und die organischen Phasen vereinigt 
Nach Einengung des Etherextraktes unter Vakuum wurde im direkten Anschluss der 
Extrakt auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60, 20 x 20 cm, 0,25 mm Schichtdicke; Merck 
Darmstadt) zur dunnschicht-chromatographischen Trennung der Partialglyceride auf- 
getragen. Als Laufmittel (mobile Phase) wurde Diisopropylether-Eisessig 401 (v/v) 
verwendet Die Laufzeit betrug 35-45 Minuten. Nach Verfliichtigung des Losungsmittels 
wurden die Platten mit 2',7'-Dichlorfluorescein (Merck, Darmstadt; in 0,3% iso-Propan- 
ol) angefarbt un<J unter UV-Licht sichtbar gemacht Die einzelnen Upidfraktionen 
wurden in folgender Reihenfolge aufgetrennt: Monoacylglycerole (sn-2 MAGs un- 
mittelbar Ober der Startlinie), Diacylglycerole (sn-1,2- und sn-2,3-DAGs) freie Fett- 
sauren (FFA) und die nicht umgesezten TAGs. 

Die MAG-Bande wurde von der Kieselgelplatte abgekratzt. Die Bestimmung der Fett- 
saurezusammensetzung der TAGs erfolgte durch Transmethylierung und anschlieBen- 
der gaschromatographischer Auftrennung der Fettsaure-Methylester (FAME). 

Tris-Puffer: 

1 M Tris/HCI, pH mit HCI auf 8,0 einstellen 

CaCI-Losung 

2,2% (w/v) CaCI 2 



I 
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e) Lipaseverdau der ThraustochyWum-Membranlipide (Rscher et at, 1973) 

snV£f Z S T VSe d f ^ embran,| P id e erfolgte durch enzymatische Hydrolyse der 
sn-2-Esterbindung mit Phospholipase A 2 (EC 3.1 .1 .4). 

Die isolierten Membranlip.de wurden unter Vakuum eingeengt, mft 0 5 ml 

hIZ^T!^^ 5 mlP ' an9 mit dem Ultraschallstab dispergiert. Die 
Hydrolyse erfolgte be, RT nach Zugabe von 50 U der Phospholipase A 2 Die Reaktion 
93be T 4 m ' Trichto ^than^ethano. 2:U^Z *45% Nacf 
^orgamsche Unterphase wurde in ein neues GefaS OberfOhrt, am 

rCnommen am * 2 °° ^ Tricntor ^than7Metha n ol 2:i (v/v) 

S x ST/m n n S h,USS oT re !f ^ AnS3t2t 3Uf Kiese ^lplatten (Kieselgel 60, 

20 x 20 cm. 0,25 mm Sch.chtd.cke; Merck, Darmstadt) zur dunnschicht-chromato- 

mefhar^^r 09 der : hos P ho »P^ -fgetragen. Als Uufm Jwute TriL, 

^S^T^ST^ 91/30/4/4 (V/V/V/V) verwendet Die ^eit betrug 
1,5 Stunden. Nach Emdampfen des Losungsmrttels wurden die Platten mit 2' 7 

n 2 l ° rf t°K reSCe,n (Merck ' Damstadt ' ln °' 3% iso-Propano.) angefarbt u^d unter UV- 

^"m^fTFf ,n . tereSSante Band6n Wrd6n VOn * Kiese.gelp.aSgr 
kratzt, transmethyhert und anschliefiend am Gaschromatographen analysiert. 

Hydrolysepuffer 



0,1 M Borsaure, pH 8,0 
20 3mM CaCI 2 

1,4 mM Na-Desoxycholat 



f) Transmethylierung von Fettsauren mit Na-Methylat (nach Luhs) 

EES^^ Lasungsmrttels bzw. nach Abkratzen von der 

Dunnschichtplatte <z.B. bei sn-2 Analyse der Gesamtlipide) mit 2 ml Na-methvlatl6suno 
zur Umesterung ve^etzt. Der Ansatz wurde gut geschOttelt und zu Transm^ 
f 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Ansch«iei3end Se 9 

30 M^nuten^H TS^! VOrStehti9 ZW8,mal 9eschQtte,t - Der Ansatz wurde 
30 1 Mmuten lang be. 4°C gelagert, wobei die Fettsaure-Methylester (FAME) in die iso- 

SetSeL^ST^ NaChd6m S ' Ch die Phasen d ^.ich getrennt batten wutfe 
cLm^ h P 386 6in GC " G,aschen abpipettiert und die Probe am Gas- 
chromatographen gemessen. 

Na-Methylatlosung 

oXTnTnT^ in 800 m ' Methan °' (99%) mlttels MagnetrQhrer bei 50°C 

gelost und nach dem Abkuhlen mit iso-Octan auf 1000 ml aufgefOllt. 
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g) Methylierung freier Fettsauren mit methanolischer Schwefelsaure 

In einem PyrexrShrchen mit Gewlndedeckel wurde 1 ml 1 N methanolischer Schwefel- 
saure zu dem eingeengtem Upidextrakt zugegeben. Der Ansatz wurde eine Stunde 
lang bei 80°C inkubiert. Nach kurzem AbkOhlen wurde der Ansatz mit 1 ml 0,9% NaCI 
5 versetzt und durchmischt. AnschlieBend wurde gleiches Volumen Hexan zugegeben, 
gut gemischt und der Ansatz bei 4°C, 30 Minuten lang bis zur Phasentrennung 
inkubiert. Die obere Hexanphase wurde in ein GC-Glaschen uberfOhrt und am 
Gaschromatographen analysiert. 

Methanolische Schwefelsaure 

10 Zu 1 00 ml Methanol (wasserf rei) wurden mit 2 ml Dimethoxypropane und 0,5 M H 2 S0 4 
zugegeben. 

h) Gaschromatographische Analyse 

Fur die GC-Analysen wurden folgende Parameter des gaschromatographischen 
Systems eingehalten: 

HP 6890 GC 
HP GC Injector 

Flammen lonisations Detektor (RD), Temp. 250°C 
J&W DW23 50% Cyanopropyl/methylsiloxane, 30 m, 
0,5 mm Durchmesser 
220°C 
Wasserstoff 

HP 7673, Einspritzmenge 1 uJ Probe 



15 Geratetyp 
Injektor 
Detektor 
Saule 

20 Ofentemperatur 
Tragergas 
Autosampler 



i) Die Lipidanalyse der Thraustochytrium-Lipide lieferte folgende Ergebnisse 



Lipidfraktion 


Fettsaurezusammensetzung 




16:0 


22:3 (O -3 


22:4 oj -3 


22:6 to -3 


TAG gesamt 


24% 


12% 


31 % 


23% 


TAG sn-2 


21 % 


26% 




43% 


Membranlipide gesamt 


16% 


13% 




23% 


Membranlipide sn-2 


34% 


18% 




36% 



BASF Plant Science GmbH 



20030823 



PF 54966 DE 



84 



10 




Die Ergebnisse zeigen, class Thraustochytrium einen hohen Gehalt an DHA in seinen 
Lipiden bestet. DHA stellt mit neben Palmitat die Hauptkomponente der Triacylglyerole 
dar und ist d.e dominierende Fettsaure der Membranlipide. Auffallig ist, dass DHA an 
der sn-2 Posrtion sowohl des Triacylclycerols ais auch der Membranlipide deutiich 
angereichert ist: 36-43"% der Fet tsauren an der sn-2 Position ist DHA. Aufgrund dieser 
Daten kann man davon ausgehen, dass Thraustochytrium Qber eine aktive LPAAT 
verfugt, die eine hohe Spezifitat f Or DHA-CoA aufweist. 

Beispiel 8: Isolierung von Gesamt-RNA und poly(A) + -RNA 

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen wie Lein und Raps etc. erfolgte nach 
einer bei Logemann et al. beschriebenen Methode (Anal. Biochem. (1987) 163- 21) 
Aus dem Moos Physcomitrella patens kann die Gesamt-RNA aus Protonema-Gewebe 
nach dem GTC-Verfahren (Reski et al. (1994) Mol. Gen. Genet. 244: 351-359) 
gewonnen werden. ' 

» a) RNA Isolierung aus Thraustochytrium, Cryptecodinium und Shewanella: 

Tiefgefrorene Algenproben (-70°C) wurden in einem eiskaltem M6rser unter FIQssig- 
f C ^S°, i U I Sinem PulVer zerrelben - 2 Vo, "men Homogenisationsmedium (12,024 g 
??f^ n 0 ml 1 M Tris - RG1 • PH 9 (0,2 M); 12,0 ml 5 M NaCI (0,3 M), 8,0 ml 250 mM 
EDTA 761 ,0 mg EGTA 40,0 ml 1 0% SDS wurden auf 200 ml mit H 2 0 aufgef iillt und 
t eT H«^' S eln9estellt > und 4 Vo,umen Ph enol m* 0,2% Mercaptoethanol wurden 
TvlnJrTL 9 *^ m T en 9efr ° renem 2e,, P u,ver Segeben. Danach wurden 
^nnnn^r ?£ l0r f* 0rm h, " 2Ufu 9en und fur 15 min kraftig gerOhrt. Es wurde 10 min bei 
10000g zentrifugiert und die wassrige Phase mit Phenol/Chloroform (2Vol/2Vol) und 
abschlieBend mit Chloroform extrahiert. ' 

Das erhaltene Volumen der wassrigen Phase wurde mit 1/20 Vol 4 M Na-Acetat (pR 6) 
und 1 Vol Isopropanol (eiskalt) versetzt und die Nukleinsauren bei -20°C UN (= fiber 
Nacht) gefallt. Es wurde 30 min bei 10000 g zentrifugiert und der Oberstand abqe- 
sogen. Es folgte ein Waschschritt mit 70% EtOH und erneute Zentrifugation. Das 
Sediment wurde In Tris-Borat-Puffer (80 mM Tris-Borat-Puffer, 10 mM EDTA pH 7 0) 
Dann wurde der Uberstand mit 1/3 Vol 8 M UCI versetzt, gemischt 30 min bei 4°C ' 
mkubiert Nach erneutem zentrifugieren wurdo das Sediment mit 70% Ethanol 
gewaschen, zentrifugiert und das Sediment anschlieBend in RNAse-1reiem Wasser 
geiost. 

Die Isolierung von poly(A}+-RNA erfolgte unter Verwendung von Dyna Beads (Dynal 
Oslo, Finnland) nach den Anweisungen im Protokoll des Herstellers. 

Nlach der Bestimmung der RNA- Oder poly(A}+-RNA-Konzentration wurde die RNA 

St Tk V Z ^° ,Umina 3 M Natriuma ^tat, P H 4,6, und 2 Volumina Ethanol 
gefallt und bei -70°C aufbewahrt. 
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Fur die Analyse wurden jeweils 20 ug RNA In einem Formaldehydhaltigen 1 5%igen 
SeZcJwL^"^^ Ny, ° n Membranen <H*w* AmershaXrfar 
gefuhrt (Amasino (1986) Anal. Biochem. 152: 304). 

5 Beispiel 9: Konstruktion von cDNA-Banken 

Zur Konstruktion der cDNA-Banken aus Physcomitrella, Thraustochytrium und 

dtr P ts^ (3 ° m '"' r 9ia,,en **" » esse? 

s»"l«nol-Adapter (Pharmacia, Freiburg, Deutschland) wurden mittals T4-DNA- 

\£Z2S?h « °- H N "*° a " dle «= DNA -^" W-t mit Xhol nachgeslwen 
und dun* Inkubaton mit Polynukleotidkinasa (Roche, 37°C, 30 min) phosphbrvton 

^TZ^rr *!' TrennU " 9 aUf e,nem ^Melting-Agarose^l unteS- 
fen^DNA-Molekule uber 300 Basenpaaren wurden aus denr Gel eluiert phenol-eTa- 

un^an vf^ P ' D ' S ? Ulen <S ° h,ei0her Und SOh0 "' Dassel - Deu^ian^CerLne^ 
und an Vektorarme Irgiert und in lambda-ZAPII-Phagen Oder lembda-ZAP-Exoress" 
Phagen unter Verwendung dee Qigapack Gold-Kite (Stratagene, An^da^NiSer 
SSS?"*" Ma « al - H— « verwende, und seln^e^T 

5 Beispiel 10: DNA-Sequenzierung und Computeranalyse 

f^TTC^ ^ BeiSPle ' 9 bescnrieben > wurden zur DNA-Sequenzierung nach 
Standardverfahren, insbesondere durch das Kettenterminationsverfahrerunte?C 
wendung des ABI. PR.SM Big Dye Terminator Cycle Sequencing nVady ReaS ion Kit 
<Perk,n-E.mer, Weiterstadt, Deutschland), verwendet. D?e Sequenzterung 
£SE£l Klone wurde anschlieBend an die preparative PialidgeZung aus 
Ao«rnf«T T "k 6 ' ?~ viV0 - Massen ^fei 0n und Retransformation von DH1 0B auf 
Agamlatten-durchgefuhrt (Einzelheiten zu Material und Protokoll von Stratagene 
Amsterdam, Niederlande). Plasmid-DNA wurde aus Qber Nacht gezuchteten ^ ^ coli- 

2ETl£ "I LUr L a - Br0he mit AmplCi,,in < slehe Samb ™* «"tlE$^£nQ 
ofJopn hma Pr ? SS: ' SBN °' 87969 - 3 °9-6)) gezQchtet worden waren, an eTnem 

S£ ^"^lT^° nS " ROb0ter <Qla9en ' Hl,den) nach den Protok o»en 
v?rw^(£t Sequen2,er P" mer mlt *" f°'9enden Nukleotidsequenzen wurden 

5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3* 
5-CTAAAGG GAACAAAAG CTG-3' 
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5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3' 

database search preUs? ^S^Z^SZ^^^^ ■ 
Beispielll: Iderrtifikation von Genen mittels Hybridisierung 

CDNA-Banken isoiieren: Je nach der HauftakPtt hL ^ ? be.sp.elsweise 

transkription (High S Rot^ ^T^,"™ 613 ^oakBver (32P) Nlok- 

mmimm 

durch Nicktranskrfption radioaktiv maSrt Dte HvhriH ! " beis P ielsweise 



10 




115 



20 



25 



30 
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Oligonukleotid-Hybridisierungslosung: 
6xSSC 

0,01 M Natriumphosphat 
1 mM EDTA (pH 8) 
0,5% SDS 

1 00 pg/ml denaturierte Lachssperma-DNA 
0, 1 % f ettarme Trockenmilch 

Wahrend der Hybridisierung wurde die Temperatur schrittweise auf 5-10»C unter die 
berechnete O.,gonuk.eotid-Tm Oder bis auf Raumtemperaturbedeutet RT = 2 3 oc^ 

Srrr n i cht anders an9egeben) **** ™ waS h 

schntten und Autoradiograph.e. Das Waschen wurde mit extrem niedriger Stringenz 
21" T Be '* SPie i 3 Waschscnritte Verwendung von 4 x S a Se 

^ r?" Sambr ° 0k ' J " et aK < 1989 >' " Mole ^r Cioning: A Laboratory 
Manual, Cold Spnng Harbor Laboratory Press, oder Ausubel, F.M., et al (1994) 
.Current Protocols in Molecular Biology-, John Wiley & Sons, beschrfeben 

Beispiel 12: Isolierung und Klonierung eines Volllangenklons fur LPAAT aus Thrausto- 
cnytnum 

Durchmustern einer cDNA-Bank von Thraustochytrium 

Entsprechend unter Beispiel 9 beschrieben, wurde eine cDNA Bank von Thrausto- 
^2 * J? 1 ? " [n , 6 ' ne P,asm «bank umgesetzt Die Plasmidbank vide 

fmni^ n ' en WUrd6n 2Ufa " , ' g aus 9 ew ^lt, in FIQssigmedium (LB, 100 mg/ L 

worSn 96Z09en ^ W1 ' e in B6iSptel 10 besch ^en, einer Sequenzierung unte' 

Die erhaltenen Sequenzen wurden nach Redundanzen durchsucht und diese entfernt 
™ n° nnte f S ^ uenzsortim ^ **aften werden, dass ein Unigen let bT 
schreibt. D.eses Sequenz-Set wurde in die Pedant-Datenbank (Biomax AG Martins- 

Be£ic^ 

Bereichen innerhalb von Acyltransferasen wurde ein kurzes SequenzstOck mit 

222? b , 6kannten Acy,transferasen Sefunden. Die v^andene ' 
SXSS f °.^ a *;°" wurde ^ e "^, um Primer zu generieren (LPAAT069-5« und 
LPAAT069-3 ). M.t d.esem Fragment wurde dann in der cDNA-Bank nach einem 
Volllange-Klon gesucht (TabelleS). m 



35 
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Tabelle 8: Sequenzen der eingesetzten Primer; 

Die Schmelztemperatur T m (°C) der Oligonukleotide wurde nach Suggs et al (1981) 
berechnet: T m (»C) = 4 (G+C) + 2 (A+T) T m -Werte in Klammern beziehen sich auf 
tatsachlich bindende Nukleotide von Primern, deren Enden durch zusatzlich ein- 
5 gefOhrte Schnittstellen modifiziert wurden. 




Primer 


Sequenz 


T m (°C) 


LPAAT069-5' 


5'-GCT ACA TTG CCA TGG AGC-3' 


56 


LPAAT069-3' 


5«-GCT ACA AGA GGT CAG GTC G-3' 


59 


ACtrau-5' 


5'-CTG GAT CCA TGA GCG CGT GGA CGA G-3' 


69 (52) 


ACtrau-3' 


5*-TTG GAT CCC AAG AGG TCA GGT CGG A-3« 


66(54) 


ACtrau-3'stop 


5*-TTG GAT CCC TAC AAG AGG TCA GGT CG-3' 


66 (48) 


YES-HIS-5' 


5'-CTG AGC TCA TGA GCG CGT GGA G-3* 


69 (56) 


YES-HIS-3' 


5'-ATG GAT CCG TGA TGG TGA TGG TGA TGC AAG AGG 
TC-3' 


72 (40) 



Bei den PCR-Experimenten wurden die unten angegebenen Bestandteile eines PCR- 
Standardansatzes auf Eis in ein PCR-ReaktionsgefaB pipetHert, in den Thermoblock 
gestellt und das unten dargestellte Temperaturprofil gestartet. Als Polymerase wurde 
n fast alien Fallen die Taq-Polymerase (Gibco BRL) eingesetzt Lediglich bei Amli- 
ftkationen im Rahmen der f unktionalen Expression in E. coli JC201 wurde die Pfu- 
Polymerase (Stratagene) verwendet Die Zugabe der Polymerase erfolgte bei alien 
Experimenter! Qber einen sogenannten "HeiBstarf, bei dem das Enzym erst nach 
5 mm Denaturierung des DNA-Templates zugegeben wlrd. Die Annealingtemperaturen 
(Ta) wurden 3-5«C unter der mittleren Schmelztemperatur T m der Primerpaare gewahlt. 

PCR-Standardansatz (fOr Taq-Polymerase) 

5 pi 10 x PCR-Puffer (100 mM Tri-HCI, pH 8,3; 15 mM MgCI 2 , 500 mM KCI) 

1 pl dNTP-MIx (1 0 mM dATP, dGTP, dTTP u. dCTP) 

1 M' Primer 1 (30 pM) 

1 Ml Primer 2 (30 MM) 

1 U Taq-Polymerase 

50-100 ng Plasmid-DNA-Template 

mit Aqua dest. auf 50 pl auffOllen 
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HeiBstartprogramm 

1. Denaturierung 95°C, 5 min 

2. HeiBstart 25°C, 3 min -» Zugabe der Polymerase 

3. Denaturierung 94°C 30 s 

4. Annealing T m -5°C, 30 s 

5. Polymerisation 72°C, 1 - 3 min (fur 1 ,0 kbp ca. 60 s) 

Die Schritte 3. bis 5. wurden 25 bis 30 mal zyklisch wiederholt. 

6. Polymerisation 72°C, 5 min 

7. Termination 4°C 

a) Nichtradioaktive Markierung von DNA 

DNA-Sonden wurden nichtradioaktiv mit dem "PCR DIG PROBE SYNTHESIS KIT" 
(Boehringer Mannheim) markiert. Dabei wurden DNA-Fragmente in einer PCR- 
Reaktion mit Digoxigenin-markierten Desoxyuridintriphosphat (DIG-dUTP) markiert. 
Die Detektion erfolgte anschlieBend mitlels eines Anti-Digoxygenin-Antikorpers, der 
mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist, und Zugabe yon Chemilumineszenz- oder 
Farbsubstraten. 

Urn Hintergrundsignale zu vermeiden, die auf Vektorsequenzen zuruckzufuhren sind, 
wurde fOr die PGR-Markierung zunachst in einer ersten PCR mit unmarkierten dNTPs 
die gewunschte DNA amplifiziert, das lineare Fragment uber ein Agarosegel gereinigt 
und als Template fur die eigentliche PCR-Markierung benutzt, bei der wieder das 
Primerpaar der ersten PCR eingesetzl wurde. Die Durchfuhrung der Markierungs- 
reaktion richtete sich nach den Angaben des Herstellers. Die gewahlten Primer- 
kombinationen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst 

Primer Sequenz 

LPAAT069-5' 5«- GCT ACA TTG CCA TGG AGC -3' 

LPAAT069-3' 5'- GCT ACA AGA GGT CAG GTC G -3' 

b) _ Screening_einercDNA-Bank 

Zur Isolation eines vollstandigen Klons wurde eine Thraustochytrium cDNA-Bank 
(in ATriplEx2) mit der DIG-markierten Sonde abgesucht. Die Erstellung der Sonde 
erfolgte mit den Primern LPAAT069-3' und LPAAT069-5, abgeleitet von dem EST-Klon 
s_t002038069 bekannten cDNA-Sequenz die moglicherweise fur eine LPAAT aus 
Thraustochytrium kodiert. 

Es wurden je 5 x 10 4 Plaques auf 10 groBe NZY-Platten, entsprechend den Angaben 
des Herstellers (Stratagene) ausplattiert. Fur den Transfer der Phagen auf Nitrocellu- 
lose-Filter (Hybond™-C, Amersham) wurden die Filter 1 min auf die Platten gelegt und 
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T^rZ H a9e A ^ rCh , 3 BnStlChe mit 6lner KanQ,e mark,ert - AnschlieBend wurden 
d,e Rtter mit der Abdruckseite nach oben zunachst 5 min mit Denaturierungs-Losung 

h!h" wTn Ne ! Jt i ra " SferUn9S - L6sUn 9 und schlieBlich 15 min mit 2 x SSC-Losung 
behandelt. D.es erfolgte auf 3 Bogen Whatman 3 MM Papier, die mit den Losungen 

£££ ^ n?o h 96m Tr ° Cknen der Rtter ^ * DNl du^h UV- 

Behand iung m.t 0,12 Joule/cm* (UV-Crosslinker, Hoefer Scientific Instruments) fixiert 
Hybrjdjsjerung und kolorimetrische Detektion erfo.gten mit dem "Dig System fOr Rlter* 
^ellerT^r"? nvr Boehnn9er (^nnheim) entsprechend den Angaben des He 
rstelle s Als Hybnd,s,erungs-Puffer wurde Standard-Puffer verwendet, wobei die 
Hybn^sjerung .n 80 m« Hybridisierungs-Puffer mit 15 ul des Sonden-PCR-AnsaLs 

so^e^T% NaCh erf0,9ter Detektl ° n dte 9 enaue Lase designate 

sow,e die dre, Onentierungspunkte der Rlter auf Plastikfolien ubertragen, urn mit 

IZt nn nff ^ d '\ P0 f ven P,a ^ es ^ *" fatten zu identifier, otse 
wurden dann mrt e.nem abgeflammten Korkbohrer (Durchmesser 5 mm) ausge- 
stochen ,n 1 mi SM-Puffer mit 20 ul CHCI 3 Qberfuhrt und die Phagen aus den Agar- 

^n hnh^n b6 J 4 °° e,U,ert - Bn 6XakteS Ausstechen der Piques war du^ 
deren hohe D.chte und geringe GroGe kaum moglich. Daher werden in der Regel ein 
b,s^e. "Rescreens- durchgefOhrt. In diesem Fall wurden die Phagenlysat S 
PCR und den Primern LPAAT069-3' und LPAAt-5 auf Ragmente von ca 570 to 

?n^S! ^ T d6n A,lQUOtS der Pha 9 en, ysate mit EDTA (Endkonzentration 
0 mM) versetzt und daraus 1 pi fur die PCR als Template eingesetzt. Mit poSSen 
Lysaten wurdenJn-vivo-Exzisionen nach Angaben des "ZAP-cDNA® Gigapack®^! 
Gold Clomng K,t" (Stratagene) durchgefOhrt, wobei von den infizlerten SOL^-Slen 
h^7 e r a o n ?T^ nen J°" 5 ° M ' nUr 2P ' auf LB - Am P-P'atten ausplattiert und Ober Nacht 

PGR und den^^ ^ erha ' tenen Kolonien ^s 

PCR und den Primern LPAAT-3 und LPAAT-5' untersucht. Dazu wurden "Pools" 

iStZr "* T ,6n 2ahnst ochern in einem EppendorfSons- 
£wL » T emgeneben wurden, 3 x eingefroren und wieder aufgetaut, 
alT^n^l 2U J yS ^oo 5 b6i 14 '° 00 X 9 und vom Oberstand 2 £ 

t^S^£IS^!!^ e ! ngesetzt Positive npoo,s ° 1 "* n verelnze,t - die 

2TSS2S^^ IS0,fert " ° ber PCR ' .^striktionsanalysen 

2 h !! e n HN^f * Vo,, !? n 9 enk,on fQr LPAAT aus Thraustochytrium identifiziert, 
sequenz ist in SEQ ID NO:2 gezeigt 
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NZY-Medium (pro Liter, NZY-Platten mit 1 5 g Agar) 

5 g NaCI 

5 g Hefeextrakl 

1 0 g NZ-Amin (Caseinhydrolysat) 
5 pH 7,5 (NaOH) 

2 g MgS0 4 (steriffiltriert) 

Denaturierungs-Losung 

0,5 M NaOH 
1,5 M NaCI 

10 Neutralisierungs-Ldsung 

1,0MTris-HCI,pH7,5 
1,5 M NaCI 

20xSSC 

3,0 M NaCI 
15 0,3 M Natriumcltrat, pH 7,0 

Standard-Puffer 

5xSSC 

0,1% (w/v) N-Laurylsarcosin 
0,02% (w/v) SDS 

20 1% Blocking Reagens 

SM-Puffer (pro Liter) 

5,8 g NaCI 
2, g MgS0 4 

50 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,5 
25 5 ml 2% Gelatine 



Beispiel 13: Isolierung und Klonferung von Volllangenklonen fur PUFA spezifische 
Acyltransferasen aus Physcomrtrella patens, Mortierelia alpina und 



30 



Shewanella hanedai 

} !^^ B ^^ 9 beschrieben, wurde aus Physcomitrella patens und 
Mortierelia alpma RNA .soliert und eine cDNA-Bank hergestellt. 

H^nf " SChritt T dS diS Pha 9 enbank nac " Herstellerangaben mittels eines 
oz^T^Z „ f m ! dbank um 9 esetzt ' Dte Plasmidbank wurde auf LB-Medium, 
0,8 /„ Agar, 100 mg/ L Ampicillin ausplattiert und inkubiert Gewachsene Bakterien- 



BASF Plant Science GmbH 



20030823 



PF 54966 DE 



Ahnlichkeit zu be^Z Ac^IZlTf 8 " kU ™ Se " ue "««cke mit niedrlger 
Caaan Pnmarn ^ S'^^SSSTT <Tabe " 6 ^ M * 

Fragamant ganeriart mitteKnSa^er £ J"!^™** <*" PCR- 
wurde wie in Beisrtel 10 ai „nrt m 1h- ™I a Das ert,a »ene Produkt 

ganomischan ^ la tn^C^~ ™ °»*— ' 

Sotf^ ~ <— «= 

doppalt-daaBlliertan, HsO ZTS^^ Petet wurd8 ln 6 ml 
und der Obarstend vanrorfan Dte pt^S T ' "" GeM8e verteilt - atonWugiart 
Chloroform (,:,) und M g Q ^Cn?u^ "* 200 L6SU " 9 A ' 200 " L •*■«* 
Zugabe von 200 pi TE^M^L^.- T"^ resu "» n *rt und lysiert. Nach 
wurde elner BhanoWuno m M mi p7 ■ mm * enWfu 9 lert - »" Oberatand 
Faiung v-urdaTn ^^TC plieToH^^ 6 "- ° as erhaltene Pa "« " a °" 
Mr 5 mm bel 37°C wurdin^SuL 3 m n«h, M f^ L RnaseA 9elast - Nacn "*ubation 
zugagaban und SSiS* £X dZT^' WSUn0 pH 4 ' 8 und 1 mL »*>ol 
wurda in 25 ML dop£SSS2Tt2Si2?!f^ Pe " etert ° aS ^^"Fallet 
DMA wurdu durcn Iren £££ K £2™°" ^"""s^" 
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LosungA: 
2%Trition-X100 
1 % SDS 
0,1 M NaCI 

0,01 M Tris-HCI pH 8,0 
0,001 M EDTA 

ZS^SSSS: ST T 6 1 StUnd6n bGl 25 ° C mlt dem Restnktionsenzym 
Sau3A (New England B.olabs) nach Herstellerangaben inkubiert. Die erhaltene Frag- 

SSLTT^ I 6 mit BamH ' V6rdautes P UC18 p,as ^ ™*tels T4 Ligase 

SaX^^ 

dlr . S p?at Z au ^ hewane,,a haned al zeigt elne besonders hohe Ahnlichkelt zu 
tZ w ^ ( T haenorabdidls ele 9ans. Die Ahnlichkelt der beiden Sequenzen 
auf Aminosaureebene betragt 26 %. 

Tabelle 9: Identifizierte Acyltransferase aus den genannten cDNA-Banken 



Klon-Nr. 


Organismus 


Homoiogie zu 


MaLPAATl.1 


M. alpina 


LPAAT 


MaLPAATI .2 


M. alpina 


LPAAT 


ShLPAAT 


S. hanedai 


LPAAT 


T6 


Thrausto. 


LPAAT 


pp004064045r 


P. patens 


LPAAT 


pp020064227r 


P. patens 


LPAAT 


pp01 50521 44r 


P. patens 


GPAT/LPAT 


pp004034225r_. 


P. patens- - - 


GPAT- 


pp004104272r 


P. patens 


Ca-LPAAT 


pp020018156r 


P. patens 


Ca-LPAAT 


pp01 5034341 r 


P. patens 


LPAAT 


pp015033362r 


P. patens 


LCAT 


Fg003028298 


p usarium 


LCAT 
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Tabelle 10: Sequenzen der eingesetzten Primer; 



Clone nr. 


Organism 


Primersequenz 5'-3' Orientierung 


Lange in bp 


MaLPAATl 1 


I VI. cupula 


atggatgaatccaccacgacca 
tcagcccgatgctlgctgc 


1254 


Mfll PAAT1 O 


ivi. aipina 


atgaaccctatctacaagggt 
tcagcccgatgcttgctgc 


1170 


on U"MM 1 


o. naneaai 


atgttactgctagcatttgt 
ttactttgccattaagg 


687 


1 O 


i nrausto. 


atgagcgcgtggacgagggc 
ctacaagaggtcaggtcggacgtaca 


918 | 




r\ patens 


Atggctttgatgtatatctg 
ttacacgatttttcttttag 


714 




paiens 


axgctgatattacagcccttc 
ctaatgaacaggaagaccgt 


657 


r pu 1 OUO^l h- 


r\ patens 


atgatccggattttcagag 
tcagtccgttttgccgaggt 


444 




r. patens 


atgccgtcgctgtttcggg 
tcaatcagttcgcctgcttc 


1305 


rpUU4 I U427 


P. patens 


atgctgatattacagcccttc 
ctaatgaacaggaagaccgt 


1566 


Pp02001815 


P. oatens 


ctagatgttagtttcactc 


1560 


Pp01 503434 


P. patens 


atgatlatgatggaggtgctg 
tcagtccgttttgccgagg 


1014 


Pp01 503336 


P. patens 


atgtgttcaatttcttgtgg 
ttagtggaacataagctgtt 


1503 


Fg003028298 


Fusarium 


atgggaaagtccactttac 
ctatgaagtctcctcatcatcg 


1893 



Bei-den-PeR-ExperinTenSri wurden die unten angegebenen Bestandteile eines PCR- 
Standardansatzes auf Eis in ein PCR-Reakttonsgef aB pipettiert, in den Thermoblock 
gestellt und das unten dargestellte Temperaturprofil gestartet. Als Polymerase wurde 
in fast alien Fallen die Taq-Polymerase (Gibco BRL) eingesetzt. Lediglich bei Amli- 
fikationen im Rahmen der funktionalen Expression in E. coli JC201 wurde die Pfu-Poly- 
merase (Stratagene) verwendet. Die Zugabe der Polymerase erfolgte bei alien Expert- 
menten uber einen sogenannten "HeiBstart", bei dem das Enzym erst nach 5 min 
Denaturierung des DNA-Templates zugegeben wird. Die Annealingtemperaturen (T a ) 
wurden 3-5°C unter der mittleren Schmelztemperatur T m der Primerpaare gewahlt. 
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PCR-Standardansatz (fOr Taq-Polymerase) 

i £ ImP^T^lT^ 01 ' pH 8 ' 3: 15 mM M ^ 50 ° <™ KC.) 

i pi on i r-Mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP u. dCTP) 
1 pi Primer 1 (30 \iM) 
5 1 Ml Primer 2 (30 mM) 
1 U Taq-Polymerase 

50-100 ng Plasmid-DNA-Template 
mit Aqua dest auf 50 Ml auffullen 

HeiSstartprogramm 

10 1 . Denaturierung 95°C, 5 min 

2. HeiSstart 25°C, 3 min -> Zugabe der Polymerase 

3. Denaturierung 94°C 30 s 

4. Annealing T m -5°C, 30 s 

5. Polymerisation 72°C, 1 - 3 min (fur 1 ,0 kbp ca. 60 s) 
D,e Schritte 3 bis 5. wurden 25 bis 30 mal zyklisch wiederholt. 

6. Polymensation 72°C, 5 min 

7. Termination 4°C 

GSP: TCT CTT TTT CGT GCT GOT CCA GCC GAT (Are 297) 

PCR-Programm: iOmin. 95°C 



15 



) 



1min. 95°C (40 Cycles) 
1min. 65°C 
2min. 72°C 



10min. 72°C Pause 4°C 
PCR-Maschine: Biometra Trio Thermoblock 

C^Sr '»—.'-*» PCR"-TOPO-TA Coning Vector «r 
SeispielU: Expression von Thraustochytrium LPAAT (ThLPAAT) in Hete 
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Die ThLPAAT-cDNA wunde uber Restriktionsverdau mit Hindlll/BamHI aus dem Vektor 
pGEM-T ausgeschnttten, in den Hindlll/BamHI geschntttenen shuttle-Vektor pYES2 
(Invitrogen, Carlsbad, USA) kloniert und der so entstandene Vektor pYES2-Thl_PAAT 
in E. coli XL1 blue transformlert. P YES2-ThLPAAT wurde mit Hilfe der UAc-Methode in 
S cerevisiae INCSd (Invitrogen, Carlsbad, USA) transformiert, wo die Expression der 
ThLPAAT-cDNA unter der Kontrolle des GAL1 -Promotors stand. 

Die Expression von ThLPAAT in S. cerevisiae INVSd erfolgte modifiziert nach Avery 
et al. (Appl. Environ. Microbiol., 62, 1 996: 3960-3966) und Girke et al. (The Plant 
Journal, 5, 1998: 39-48). Urn eine Starterkultur herzustellen, wurden 20 ml SD-Medium 
mit Glucose und Aminosaurelosung ohne Histidin mit einer Hefe-Einzelkolonie ange- 
impft und uber Nacht bei 30 °C bei 140 rpm inkubiert. Die Zellkultur wurde zwei mal 
gewaschen durch Abzentrifugieren und Resuspendieren in SD-Medlum ohne Supple- 
mente und ohne Zucker. Mit den gewaschenen Zellen wurde eine Hauptkultur auf 
e.ne ODeoo von 0,1 bis 0,3 angeimpft. Die Anzucht der Hauptkultur erfolgte in 25 ml 
SD-Medium mit 2 % (w/v) Galaktose, Aminosaurelosung ohne Histidin, 0,02 % 
K n °i^ re (2%l ^ e Stamml5sun 9 in 5 % Tergitol NP40), 10 % Tergitol NP40 72 h Jang 
K -' o«?A D ' e Emte der Hau P tku,tur erf o'9te uber Zentrifugation. Das Zellpellet wurde 
bei -20 C eingefroren und anschlieBend fur ca. 18 h lyophilisiert. 

Nach Expression des Konstruktes pYES2-ThLPAAT in Hefe konnte kein aktives 
Protem gereinigt werden. Auch die subzellularen Fraktionen aus den verschiedenen 
transgenen Zellen zeigteri keine hoheren LPAAT-Aktivitaten als die entsprechenden 
Kontrollfraktionen. 

Z ^ ?T™ 9 d6r Los,ichkeit des exprimierten Proteins wurde ein weiteres Konstrukt 
P ^!l ^ PAAT <P Dest15 " v ektor von Invitrogen) uber die Gateway-Reaktion 

erstellt. Dazu wurden nach Herstellerangaben folgende Primer synthetisiert: 

5'-Primer att1 ThLPAAT: 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGAGCGCGTGGACGAGGGCC 
3'-Primer att2ThLPAAT: 

GAGGTCAGGTCGGACGTAC 



10 
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Mit diesen Primern wurden folgende PCR-Reaktion durchgef iihrt: 
PCR-Standardansatz (f Or Taq-Polymerase) 

^^^^^^^^ 

1 pi Primer 1 (30 \iM). 
1 ul Primer 2 (30 uM) 
1 U Taq-Polymerase 
50-100 ng pYES2-Thl_PAAT 
mit Aqua dest auf 50 ul auffQIIen 



PCR-Programm: 2min. 95°C 

1 min. 95°C (30 Cycles) 

1 min. 65°C 

2 min. 72°C 

15 10 min. 72°C Pause 4«C 

PCR-Maschine: Biometra Trio Thermoblock 
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Belspiel 15: Expression von Shewanella-LPAAT 
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Zur Klonierung eines LPAAT-Gens ane H« m • 

wurde die genomische ^ ^TshZnl n ^ 0r 9 anfe ™s ShewaneHa 
und in den Vektor pUC18 Ifeiert dLTZ^ ^^feoliert, partieii mil Sau3a verdaut 
Verwendung verschiede^ B f B k "** mm*. PGR unter 

dieser Methode ist es Qel^rSS??^^ LP AAT-Gene abgesucht Mit 
offener Leserahmen ein SgS* ^?SS^ *!! ™ ldenW,zl ^n, dessen 
wurde gemaB Hersteileran^ ShLPAAT-Sequenz 
entstandenen Plasmid P QE>o-Sh und oQ^ (Q ' a9en) ein 9 ebrac »* Die so 

wurden in E. coli BL21 Zellen tran^l? f J P H ' S S0Wie der ^rvektor pQE70 
bei dieser Tempera* r konnte EESSST^ °° 22 A >' N " 

weiteren Versuche wurden dazu^f M em^^ WW * n (Fl£,Ur 22 B) ' FQr dle 
zeigten mit beiden BcpressioS^^ ""T"* «~ FWdlon 

CoA (22:6-CoA). Die hohe Einbaurate mST^ ^ BnbaU VOn DHA " 
Verwendung zur Hersteiiung von PUF/! ?Sendig & «r die 

Rgur22A.-zeigtdieWestern.Blot-Analvsederin p n n r , = 
terminal His-tag exprimierten ShmSS^Zif % '*i F » s ™ s W™ "lit C- 
fraktion, Spur F: 7 pg Membranfrak^on Inu ^ -'i PUt E 7 M9 B "schlussk6rper- 
funkfonale Expression der S^TX^^^ B: gibt die 

Assays wurden mit Extrakten (1 U g) aus E Zn Jt £ f"^ 5 * 5 "*»*r. Die 
Shewanella-Konstrukt ohne (pQE^Sn > bzw m* L d ' eden c Leerv ^or (pQE70) oder ein 
ShHis) enthieiten, in GegenvSrt von 30 ?c£l fu^T* am < pQE " 
30mm der angegebenen Thioster ]9lV ^^°^ und 

Beispie. 16: Expression von Mortiereila LPAAT (MaLPAAT, MaB4) m Hefe 
Die MaLPAAT-cDNA wurde uber pro m » a 

ampiifiziert, das PGR pToduwt den l^t? l^?f 9ebenen Primem MaLPAAT2.1 

USA) nach Herste.ie.nX SoTe^ fl™'* 096 ' 1 ' Car,Sbad ' 
so entstandenen Vektor pENTR-SD-D-mTlpa at m transfoI ™iert Aus dem 
Hersteiierangaben (invitroger ' CaTsba Tt^T??*" Gatewa y^aktion nach 
pYES54Dest transferiert, resu HeSnS ^ dem Fra9ment in den Ve ^r 
ES52Dest-MaLPAAT wurde ^mftHHfP h«,i T P YES52 Dest-MaLPAAT. py- 
rogen, in «• ^evisiae iNCSd 

Hefezellen, die mit dem Plasmid pYES52Dest-MaLPA at ^ 

folgendermaBen analysiert: MaLPAAT transformiert wurden, wurden 
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geerntet und mit 100 mM NaHCO, nHftnr«M.«»~u 

Fettsauren zu entfemen Cin l^l zl^T , ' Um reStllches Medium und 
(Fames) durcb JSIJSS m ^2^ST ,en "T 1 " F ^™«>tny1ester 

5 inkubiert. Die Extraktion der FAMeI erfnZi ^ ( k ' D ' meth °*yPropan fur 1 h bel 80°C 
«her <PE>. Zur B^^J^JSSSSSJS^ 6 *^ mit ■*■* 
Phasen )e elnmal mit 2 ml 100 mM ^Sco XT, ™™ w * en dle <»9anischen 
AnsohlieSend wurden die P&PhaseT S ro f . ^ ** «*««*»"• 

und in 100 Ml PE aufgenommen Die P^n^f °' 9eta f net - ^ Argon eingedampft 

graphen mit FlammenlonisatJonsdetektor getrennt Dte S„ f?° hr0roat0 " 
Anaiyse v^ren ^efclgt Die Ofen^^ra^^ 8 ^ S!f 
Rate von 5X/m,n und schlieMcn 1 0 min bel swcp££ SSSSt"* 

FEBS Letters. 439(3)^15-218 beschn^ Wohaelson et al., 1998, 

die Hele-Kulturen mit Linolsaure " *■ *« 
Kutorr (Rg. 23, A, zefcten ofeH^^f^^™^ Komrol,-. 
aazung (4rach erhbht) von 18:2 zu rUnolensaureM^e q ? m " 
Erhohung der aus 18:2 elonglerten FettsauVe^-2 AiMf, t '. >' T** 9 ' ne 3 ' 5,a0he 
der FOtterung mit Unolensaure (18-3 l^S? V' i Ents P recn8r « l k°nnte bel 
Stearidonsaure (18-4 At ?1S> ur^f IT deU "' Ch h8here u ™**zung zu 
Verglek* zu den' ^^^Z^y^^ m 

beobachte?werden ' 9 FettSaUr9 Hefe) 20 <=^Vakzensaure (18:1 A1 1) 

^^ele^aSS^r ^ "^gen der ' "' 
sattigten Fettsau™ SSZS^SSST? ^ &hehUn ° der "^s- 
bzw. Linolensaure vmrden dfe^Si?,?, r« « ° h ™ enJn9 der He,9n mit u "°'- 
au, eine Sito-DanrJ^^^^^ <*'> <~ und 
sohichtplatte wurde In einer tol XT™ ? ' ren) auf 9*tragen. Die DOnn- 
45 min inkubiert. Die fiZST^l^ lorof ° rm - Me ««n<"-H20 (6555:4) for 
mitteliront. Naoh Eade^eTfnS^on Se^L * b- * r L6sun 9 s " 
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Deutlich kann die Erhohung des Umsatzes an PUFA's, die in den Gesamtextrakten 
beobachtet wurde, auch in den Neutraiiipiden verfolgt werden. ^SSSSJtl 
Linosaure (Rg. 25 A und B) konnte eine 2fache Steigerung der Ums^teung von 

5 2^? 2 Z:^T U Z (18 ' 3 A6 ' 9 ' 12) Und 6ine * 3Che ErhohunTdesGeh,«s an 
5 20.2 A9.12 beobachtet werden. Bei der Fattening mit Linolensaure (Ra or r nrvTm 

warden ahniiche Werte erhaKen (Umsetzung J« J^^^sT^3 

Srl^ 9eZe, '2 Werd6n ' dass die Erh6hun 9 des Suites an PUFA durch die 
MaLPAAT zu e,ner Erhohung der PUFAs im 6l (Neutrailipde) der Hefen fuhrt 

1 0 Beispiel 1 6: Plasmide f Qr die Pflanzentransf ormation 

Zur Pflanzentransformation konnen binare Vektoren, wie pBinAR verwendet werden 
(Hofgen und WHImitzer (1990) Plant Science 66: 522^1-23^). ™£ZZS££^ 

ft inT-DNAerfolaTn^"d ° DNA in *~» ^SSSZ^ 

W rnM? ^ 2 f f d6r ° DNA aktlvlert ein Pftenzenpromotor die Transkription der 
^ cDNA. Bne Polyadenylierungssequenz befindet sich 3' von der cDNA 

Die gewebespezifische Expression laBt sich unter Verwendung eines gewebesoezi. 
fschen Promoters erzielen. Beispielsweise kann die samenspez^isch Iti? 
erreicht werden, indem der Napin- oder der LeB4- Oder der usl SSSTT^na 

35S-Promotor verwenden. Das exprimierte Protein kann unter Verwenduno eines 
S,gna.pept,ds, beispielsweise fur Plastiden, Mitochondrion ^STSSZich. 

- l.1 - ^ 285-423). Das Signalpeptid wind 5' Im Leseraster mft der cDNA ein 
» kloraert, um die subzeliulare Lokaiisierung dee Fueionsr^tre^hen 

Beispiel 17: Transformation von Agrobacterium 

^Q^T^T^ Pflanzen, ™'^m 1 ation Kann z.B. unter Venvendunj 

Beispiel 18: Marrcentranstorraation und Expression von PUFA-speziflsohen Aoyl- 
transferasen in Pflanzen 

Brassy napus und Unum usltatissimum ubertragen. Die Expression^? SJSST" 
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~5 



dleser LCPUFAs henaelten Btn,w " e "Pnmieren und geringe Mengen 



stalls ver^oetv^^^^ 
. Iddnierung muBte die CalDes-cDNA aus dem Vsidnr nr™ V pQP1 V u8p - Um- 

Die emstandenen binaren Vektoren mil Acyltransferasegenen wurden in Aon, 
--Co^ngvonH™^^ 

von sSn^ Um "J: ermitte ' te ^^ntransformation kann unter Verwenduna 

Dordrecht: Kluwer Academic Publ l 995 In « k . B '° ,09y ManUal * 2 " Aufl " 
ISBN 0-7923-2731-4- Glfck Berna^ R ^ ' ^ Zentra ' e Si9natur: BT1 1 ' P 

Plant Physiol. St'oaS.^S'' 8 < ' 98 ? > 238 " 242: 09 ""* « *• 
bacterium- und PnaZ^^^X S ? * ^ 
binaren Vektor und AQntoatferium^mn^K n ^ Transformation verwendeten 
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geuhrt warden. Die Pflanzentransformation unter Verwendur* ™ Td^Lchusa 
Polyethylenglyco^ermlttelter DNA-Aufnahme Oder Ober die aiaumca*oSS 

dook (i 993) ISBN 3-540-97826-7, Springer Veriag New York). 

(einwST^M 6 " ^ B f st ' mmUn9 der Men 9 e 30 Transkription des Gens 
(e.n Hinwe.s auf die Menge an RNA, die fur die Translation des Genoroduktes zur 
Verfugung steht) ist die Durchfuhrung eines Northern-Blots wf »2SS2J2^-. 

SSSES?? AU K Ubel 6t 3L (1988) CUrrert ^tr^r^wty 
New York, Oder den oben erwahnten Beispielteil) wobei ein Primer der so o2>Z 

f!2T T S 6 " V ° n ,nt6reSSe bindet ' «* *»« nachweSeS 
gE^!^. 0 ^ Ch ! mi,Umln6SZent) marWert so *i we^e" 9 

£££ ?" ">*? ' D,6Se ,n,Ormati0n <*ad derTZSo^desZs- 

mit menreren Veifahren, die alle im Fachgeblet bekannt sind wie zum R»i«rw>i hT. 
vonBormann, E.R., a, a, (1992, Mo,. Mfcro*,,. 6:31 7*X2££X& 



Northern-Hybridisierung: 



Mgpoly(A) + -RNA- - 
mittels Gelelektrophorese in Agarosegelen mit einer Starke von 1 25% unte vLan 
dung von Formaldehyd, wie beschrieben in Arnasino (^Z^uTls^ 
au getrennt, mittels Kapillaranziehung unter Verwendung vo T^O x SSC auf ooSiv 

^S^TllT^T (Hyb ° nd N ' Amersham « B^weig) SSST 
mittels UV-L.cht immobihsiert und 3 Stunden bei 68°C unter Verwenduna vo mvbridi 
s.erungspuffer (10% Dextransulfat Gew.A/ 0 l., 1 M NaCI 1% SDs inn mo S V 
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5 Zur Untersuchung des Vorliegens Oder der relativen Menge an von dieser mRNA 

Biology, Wiley New Yorid B*i rtaJZ T, 1' L } ® nt Protocols ir » Molecular 
w^yy, wuey. New York). Bei diesem Verfahren werden die zelluiaren 

u^TT ~* die **> «" "acht^nafvoSn 

(1987, -Aprons ot HPLC ^S^^J^ T t ^^ * *• 

(Tam^tf V6n ; and P" rlflca,ion '. & 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P A etal 
iSf^T* downs,ream Praoeseing for Biotechnology, jZ Wto fnd 
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25 




35 



40 



Browse e. at (1 986, Analytic 2 !l «W»0t and 

qualitative und quantitative Lipid- oZeZlZZ , ' beS0hnet >8" extrahiert. Die 

William W., Advices in Upii IMeSS^ a W bMcM *en bei Christie, 

Library; 2); Chnstie, William W ^sThZ^ ^ °" y Pr6SS Prass H* 
Ayr. Scotland: Oily Press, i£[ S WST^ A PraC " Cal Guide " 

■Progress in Upid Research nw™!.. = ' S ' Press u P"d Library; 1)- 

Progress in ^ -ta^ ^ ^ 

gewunschten Verbindung wwaSf^T .^leren, die zur Produktion der 
um die Gesamtef^ ^wischen- und Nebenprodukte, 

verfahren umfassen Me ssung^^^^ n n dun 9 20 bestimmen. Die Analyse- 
Kohlenwasserstoffe, StickSqueieJ ^SEJSTT "3 MediUm ^ 
BiomassezusammensetzungTd ^ anderelonen), Messungen der 

Metabolite von Biosyntheseweoen und liZL * na,ySe der Produ »<«°n ublicher 
Fermentation erzeugt w^^^T^l™ GaSen ' dle der 
Microbial Physiology; A TSS^ST^Si 2~ S,nd in 

IRL Press, 10 S. 131-163 und wSSS^mSSS^ ^ HrS ^ 
Uteraturstellen beschrieben. 0199635773) und darin angegebenen 

2£ W ( T Qr2Un9en: FAME ' ^ttsauremethyl- 

glycerin; TLC, DOnnSH^^ TAG, Triacy,- 

Der unzweideutige Nachweis fOr das Vorlieoen von P.« eS 

Analyse rekombinanter Organismen nach StenrTrH ? f ureprodukten k*nn mittels 
GC, GC-MS Oder TLC, ^ve^h^^^^ AlK ^ ertahren fatten werden- 
Uteraturstellen darin ( 9^7 beschrieben von Christie und den 

Oily Press, Dundee?! w« Meth0dol °^ Vlerte Aufl. : Christie, 
Verfahren, Lipide 3*343-35') Gaschromato 9 ra P^-Massenspektrometrle- 

aufgebrochen werden. Das Material muss 12^ anwend bi>e- V erfahren- ~ 

Das Sediment wird In Aqua IX^ZInS T Au ? rechen ^ntrlfuglert werden. 
abgek0h.t und erneut ^mfoTetltZ T' * ^ ^ aUf Eis 

Lipide ergeben. Diese Fettsauremethy^ die ^smethylierte 

schlieBlich einer GC-Analyse unt™ ^er^nZ " Petro,etner e^ert und 
WCOT Fused Silica, CP-W^-52 CB 2^2" 9 nT (Chrompack, 
gradienten zwischeri WcZ^c^Z mm) *" elnem Tem P^tur- 

na ^40 c fur 20 m.n und 5 min be. 240'C unterworfen 
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Die Identitat der erhaltenen Fettsauremethylester muss unter Verwendung von 
Standards, die aus kommerziellen Quellen erhaltlich sind (d.h. Sigma), definiert 
werden. 

Bei Fettsauren, Wr die keine Standards verfGgbar sind, muss die Identitat uber 
Derivatisierung und anschlieBende GC-MS-Analyse gezeigt werden. Beispielsweise 
muss die Lokalisierung von Fettsauren mit Dreifachbindung uber GC-MS nach 
Denvatisierung mit 4,4-Dimethoxyoxazolin-Derivaten (Christie, 1998, siehe oben) 
gezeigt werden. ' 

Aquivalente 

Der Fachmann erkennt Oder kann viele Aquivalente der hier beschriebenen 
erfmdungsgemaBen spezifischen Ausfuhrungsformen feststellen, indem er lediglich 
Routineexperimente verwendet Diese Aquivalente sollen von den Patentanspruchen 
umfasst sein. 
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Patentanspruche 



1. 



Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren in einem 

SET* ^ 96te ~ et ' *- - vw*JJ SSL* 



a) 



b) 



15 C ) 



f J b Hl?? en oS^ S,en8 *» N^siuresequenz in den Oroanlsmus 
mit der in SEQ D NO- 34 nrw qca m m/-% ol ^yewn&mus 

Bnbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus 

^^^^^^^ r 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NC 11 SEQm NC 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO it sEQ ID NO on 
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 SEQ ID NO 26 IeQ D no- ?« 

f 30> SE ° ' D N ° : 32 ' SEQ < D « ^SEqTd NO- 36 
° . . . ? ntl ?. alt ^den codierenden^Sequenz ableiten lasst.oder 

f) Bnbringen mindestens eines Derivates der in SEQ ID NO- 1 
SEQ D NO:3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO- 7 

9Pn n ? 9 ' SEQ ,D N ° : 11 « SEQ ,D NO: 13 SEQ ^D NO- 14 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO- 20 SEQ m Two to 

ssssssssraaSSa 

823/2003 UP/gb 17.10.2003 

26 Fig/74 Seq 



20 



e) 

25 
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q=S !n IS? 12 ' SEQ ,D NO: 15 ' SEQ ,D NO: 17, SEQ ID NO- 19 
c=n n m? 21 * SE ° ' D N0: 23 « SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO 27 
SEQ ID NO 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO S'- 
Oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosaureseouenz codieVen und 
s ~ 4 ° ?" " omo,0 9 fe - Aminosaureebene m Ieq ID NO 2 
cf£ n 5 ' SE ° 10 NO: 8 ' SEQ ,D N0: 1 °. SEQ ID NO 12 
Ho n 15 ' SEQ ,D NO: 17 > SEQ P NO: 19, SEQ ID NO 21 
^ J ^ f. SEQ ID NO 25, SEQ ,D NO: 27 SEQ ID NO 29 
SEQ ID NO: 31, SEQ .D NO: 33, SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO 37 
arisen und eine aquivalente Lysophosphatidsaure AcXnlrasI- 
Akt,vrtat Glycerln-3- P hosphat Acy»transferase-Ak^^^ 

SEE^?™* ***** ^n^e-Z^t 
g) kultivieren und ernten des Organismus. 

!. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattioter F^tt^a. a 

dadurch geKennzetehne,. dass zusia^T^^^^ 
rMdemaauresequenzen weitere Nukleineauresequenzen in den Semus 
einjebracht wurden, die Br Polypeptide dee Fe«sa„rl! £j7? ° r ^? lsmus 
auageweM, eue der Gruppe ^cTo^^^^T^ 

_ gase, A-6-Elongase Oder A-9-Elongase A-12-Desaturase, A-5-Elon- 

Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattioter Fettsaiir^n o^h w« 



Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den 
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6. 



8. 



9. 



10. 



11. 



Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren narh Hon 
Fettsauren ml. mlrKl8stens M Doppelbindungen |m J^jj 

Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren naeh d*n 

Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

SEQ ID NO: 11. SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO- ,«= 
SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ,D NO: 20 C^ell^ue^ 

®? « » ID NO: 9, SEQro Nail SEQ ID 

C) ' ■ SEoTr^Na ft SEQ id jfe SI 

SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO* SEQ^No: ,« „ 

SEQ ID NO- 21 riflmnc^ii^. a ■ ' bEQ ID NO: 19 Oder 

desiens 40 vln^T * Am.nosauresequenz codieren und min- 

^-D^E^ 
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SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 Oder SEQ ID NO: 21 aufweisen und eine 
Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivltat aufweisen. 

Isollerte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

3) lpo^n U M^ reSeqUen2 mit d6r ln SEQ ,D N0: S£ Q © NO: 24 oder 
SEQ ID NO: 26 dargestellten Sequenz, 

b) NuklemsSuresequenzen, die sich als Ergebnts des degenerierten 

SSI!? of eS J° n ^ ln SEQ ,D NO: 22 » SEQ ID NO: 24 Oder 
SEQ ID NO: 26 enthaltenden codierenden Sequenz ablelten lessen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder SEQ ID NO- 26 

fm^^±T^ UenZ > dle Wr Peptide mit der in 
SEQ , D NO: 23, SEQ ID NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 dargestellten Amino- 
sauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf Am^nosa^re- 
ebene m,t SEQ | D NO: 23, SEQ ID NO: 25 Oder SEQ ID NO:27aXeisen 
und e,ne Glycerin-^phosphat Acyltransferase-Akllvitat aufweisen 
Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

3) SEO.D no^S U ; eSeq f,? Z mft der in S£ Q © NO: 28, SEQ ID NO: 30 Oder 
SEQ ID NO: 32 dargestellten Sequenz, 

b> a^^HrrT 80260 ' dfe S,Ch a,S &9ebnfe des degenerierten 

ilmn^n 2*1!? der ln SEQ 10 NO: 28 « SEQ ,D "0: 30 oder 
SEQ ID NO: 32 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO- 32 
cI^mS" NuWei ^uresequenz, die fOr Polypeptide mit deVin 
SEQ , D NO: 29, SEQ .D NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 dargesTellten Amino- 
sauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auVAm!nos^e- 
ebene m t SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31 oder SEQ ID NC teaaSSE 
und e.ne Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat aufweisen 

!. 4 L IS ^ ierte Nuk, einsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) ^rn n s 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten 
genetrschen Codes von der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO 36 
enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 
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c) Derivate der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten 
Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO- 35 
oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
mmdestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 35 
oder SEQ ID NO: 37 aufweisen und eine Lecithin Cholesterin Acyl- 
transferase-Aktivitat aufweisen. 

15. Isolierte Nukleinsauresequenz nach einem der AnsprGche 1 1 bis 14, wobei die 
Sequenz aus einem Eukaryont stammt. 

Aminosauresequenz, die von einer isolierten Nukleinsauresequenz nach einem 



16 

1 0 der AnsprOche 1 1 bis 1 4 codiert wird. 



15 



20 



19. 

25 



3_ 20. 
21. 

5 22. 



17. Genkonstrukt enthaltend eine isolierte Nukleinsaure nach einem der Ansprtiche 
1 1 bis 14, wobe. d.e Nukleinsaure funktionsfahig mit einem oder mehreren Regu- 
lationssignalen verbunden ist. 

18. Genkonstrukt nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Nuklein- 
saurekonstrukt zusatziiche Biosynthesegene des Fettsaure- oder Lipidstoff- 
wechseis enthait ausgewahlt aus der Gruppe Fettsaure- oder Lipidstoffwechseis 
ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl - 
carrier protein]-Desaturase<n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsaure-Acyl- 
Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n) f Fettsaure- 
Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n) 
Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure- 
Acetylenase(n), Upoxygenase(n), Triacylglycerol-Upase(n), Allenoxid- 
Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n). 

Genkonstrukt nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
NuWemsaurekonstrukt zusatziiche Biosynthesegene des Fettsaure- oder 
Lipidstoffwechseis enthalt ausgewahlt aus der Gruppe der Acyl-CoA Lvso- 
phospholipid-Acyitransferase, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Desaturase, 
t£?:^£? DeSalUraSe ' A " 12 - DeSatUraSe ' A-5-Elongase, A-6-E,ongase 

. VeWo^haltend ein^^ t bjs 14 oder Q . 

Genkonstrukt nach den Anspruchen 17 bis 19. 

Transgener nicht-humaner Organismus, enthaltend mindestens eine Nuklein- 
saure nach den Anspruchen 1 1 bis 14, ein Genkonstrukt nach den Anspruchen 
1 7 bis 1 9 oder einen Vektor nach Anspruch 20. 

Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 21 , wobei der 
Organismus ein Mikroorganismus, ein nicht-humanes Tier oder eine Pflanze ist. 
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23. Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 21 oder 22 wobei der 
Organisrnus eine Pflanze ist. 

24. 6l, Upide oder Fettsauren oder eine Fraktion davon, hergestellt durch das 
Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10. 



25. OI-, Lipid- oder Fettsaurezusammensetzung, die mehrfach ungesattigter Fett- 
sauren hergestellt nach einem Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 10 
umfasst und von transgenen Pflanzen stammt. 

26. Verwendung von Ol, Upide oder Fettsauren hergestellt nach einem Verfahren 
nach einem der AnsprOche 1 bis 10 oder OI-, Upid- oder Fettsaurezusammen- 
setzung gemafi Anspruch 25 in Futter, Nahrungsmitteln, Kosmetika oder 
Pharmazeutika. 
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Neue pflanzliche Acyltransferasen spezifisch fur langkettige mehrfach 
ungesattigte Fettsauren 

Zusammenfassiing 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von langkettigen 
mehrfach ungesattigten Fettsauren in einem Organismus, indem Nukleinsauren in 
den Organismus eingebracht werden, die fur Polypeptide mit Acyltransferaseaktivitat 
codieren. Vorteilhaft konnen diese Nukleinsauresequenzen gegebenenfalls zusammen 
mit werteren Nukleinsauresequenzen, die fur Polypeptide der Biosynthese des Fett- 
saure- Oder Lipidstoffwechels codieren, in dem Organismus exprimiert werden. Weiter- 
hin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Olen und/oder Triacyl- 
glycenden mit einem erhohten Gehalt an langkettigen mehrfach ungesattigten Fett- 
sSuren. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Nukleinsauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte 
Vektoren und Organismen enthaltend die erfindungsgemaBen Nukleinsaure- 
sequenzen, Vektoren enthaltend die Nukleinsauresequenzen und/oder die Nuklein- 
saurekonstrukte sowie transgene Organismen enthalten die vorgenannten Nuklein- 
sauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte und/oder Vektoren. 

Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsauren hergestellt nach 
dem erfindungsgemaBen Verfahren und deren Verwendung. 
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SEQUENCE LISTING 



<X10> BASF Plant Science GmbH 



<130> AE20011000 

<140> AE20011000 

<141> 2003-03-31 

<160> 74 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<21l> 1047 

<212> DMA 

<213 > Thraustochytrium 
<220> 

<221> CDS 

<222> (38).. (952) 

<223> LPAAT 



<400> 1 

■BOTt. c 3g c Cstt = a agc^a esccaac atg ^ ^ ^ ^ ^ 

Met Ser Ala Trp Thr Arg 

S = = 2 2 2 2 2 = = 2 2 2 2 2 2 
2 =2 22 2 2 ™ 5 2 2 2 2 2-2 
= 5 = 2 2 2 2 2 2 22 2 2 2 2 2 

?« = = = SS22=22222 
= 5 = 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
= S S S 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 



55 



103 



151 



199 



247 



295 



343 
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tgc ccg tct ttc gtc atg aag aag acc tgc etc cga gtc ccg ctt gtc 
cys Pro Ser Phe Val Met Lys Lys Thr Cys Leu Arg Val Pro Leu Val 

• 105 110 115 

ggc tac att gcc.atg gag ctg ggc ggt gtg att gtg gac cgc gag ggc 
Sly Tyr lie Ala Met Glu Leu Gly Gly Val He Val Asp Arg Glu lly 

120 . 12 5 130 

ggc ggt caa age gca teg gcg ate att cgc gac cgc gtg cag gag cct 
Gly Gly Gin Ser Ala Ser Ala He Xle Arg Asp Arg Val Gin 12 Pro 
! 140 "5 150 

Pro T a T T 9 ^ ^ ^ CaC gC3 Ca * cc * <=" <=" gtg 
Pro Arg Asp Ser Ser Ser Glu Lys His His Ala Gin Pro Leu Leu Val 

155 160 165 

HI Zl I? IT* T ^ 333 agC tgC '«» ctc <= aa "c aag 

Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly Ser Cys Leu Leu Gin Phe Lys 

170 "5 180 

acg gga gee ttt cgt cct ggg get ccg gtg ctt ccg gtc gtg ctt gag 

Thr Gly Ala Phe Arg Pro Gly Ala Pro Val Leu Pro £i TA Leu Ilu 

185 190 195 

ttt ccg att gac aaa gcg cgt ggt gac ttt tec ccg gcg tac gaa teg 

Phe Pro lie Asp Lys Ala Arg Gly Asp Phe Ser Pro 111 Tyr 111 sir 
200 205 210 

v!i ? C CaC CtC Ctt ° gC atg CtC 9 ca tgg agg cac 

val His Thr Pro Ala His Leu Leu Arg Met Leu Ala Gin Tr^ His 

220 225 

egg ctt egg gtg cgc tat ctt cct ctg tat gag ccc tct geg get gag 

Arg Leu Arg Val Arg Tyr Leu Pro Leu Tyr Glu Pro Ser 111 La Su 

235 240 245 

aag gtt gat gca gac ctt tat gcg egg aac gtg cgc gac gaa atg gcg 
Lys val Asp Ala Asp Leu Tyr Ala Arg Asn Val Arg Asp Glu Met 111 



25 0 255 



260 



cgc gcg etc aag gta ccc act gtg gag cag tct tac cgc gac aag etc 
Arg Ala Leu Lys Val Pro Thr Val Glu Gin Ser Tyr Arg Lp Lys Su 
^r. , 270 275 

val Z Ss 111 T T ° tC ^ ^ Cag aag gCC ggc ccc ™* 

!^ P ^ MSt Pr ° H±S 5111 ^ Gly Pro Gly 

. 280 285 290 

gcg etc tat ctg tac gtc cga cct gac etc ttg tagcactcat gcgcgtccca 
Ala Leu Tyr Leu Tyr Val Arg Pro Asp Leu Leu gcgtccca 
295 



300 305 



, c ^r a31 ctaaaaoac3 " tccttw - — > 



391 



439 



487 



535 



583 



631 



679 



727 



775 



823 



871 



919 



972 



1032 
1047 



<210> 2 



<211> 305 
<212> PRT 
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<213> Thraustochytriuni 
<400> 2 



Met Sar Ala Bp ^ ^ Ma Ly8 Thr ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
Ala Pro Ala at, Ile v .i PS . Mu , sl £ v<a ^ oly fc £ ^ 
I*u Thr val Ala Ala ' Cys Thr £. 0 ly val pr0 Lys » y 

40 

Leu oly ^ T hr «, ^ « Ma ^ ^ ^ ^ £ ^ L ^ 
Pha Tyr Hi. Ile Glu ^ ser ^ ^ Ma ajy ^ ^ Mu ^ 

Pro Aro Val He Val Ala Asa His Val Sar Tyr Lau olu a . _ " 

85 gQ 
Phe Met ser Thr val His Cys Pro Ser Pfce Val Met Lys Lys ^ Cys 

Leu Arg Val Pro Leu Val Gly Tyr " e Ala Met ^ Leu ^ ^ 

He val Asp ^ Glu Gly Gly HI G0» ser Ala Ser HI xie Xle Arg 

^5 140 

145 ^ ° 1U f~ **° ^r ser Ser Olu Lys His His 

150 155 

Ala oln Pro lau Lau Val pha Pro olu Gly Thar Thar Thr Asn oly III 

170 

cys Leu L eu Gin Pne Lys Thr oi y Ala Phe Arg Pro Gly ^ £1 Val 

185 

Leu Pro val val l*u olu Ph. Pro Ha Asp L ys Ala Ar 3 oly Asp Phe 

200 

Ser Pro Ala Tyr Glu Ser Val His Thr Pro Ala Hi* rlf, r . 

2xo • * ro iUa Hls L eu Leu Arg Met 

220 

Leu Ala Gin Trp Arg His Arg Leu Arg Val Arg Tyr Leu Pro Leu ^ 

0 235 

Olu Pro ser Ala Ala olu Lys val Asp Ala Asp Lou Tyr Ala Ar g Z 
val Arg asp Olu Mat Ala Ar g Ala La. £. val Pro Thr Val olu oln 

265 

Ser Tyr Arg Asp Lys Leu Val Tyr His Ala Asp Leu Me, III His Tyr 

Gin Lys^Ala. Gly. Pro.. Gly- Ala.Jeu-Tyr-Leu-Tyr-.Val Pro Asp 

295 



Leu 
305 



<210> 3 
<211> 1701 

<212> DNA 



300 



Leu 
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<213> Physcomitrella patens 
<220> 



<221> misc_feature 
<223> LPAAT 

<400> 3 



ss ss± tc : a r 9sc esticttatt c9 »^" « 

S~ ~° = 22S 

sss s= s s~ =~ 
sss s= ~s Sr 2 = - =s 

=2S£ ssr^ L ^ ™- ssz 

====== 

E=5EE==== 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
72 0 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1701 



<2-l-0> — 4 

<211> 714 

<212> . DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..{714) 

<223> LPAAT 
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<400> 4 



= S S = £ S £ £ £ £ = - s ~ = 

•« teg tea ttt etg act cat tgt gat ata aat «■„ 3 ° 

- ,eu Set „. ^ „ ^ ^ Asp £ 2 £ £ £ £ * 

gac agt gaa gcg aaa egg gac acg gg C aat a« ..... 45 

Asp Ser Glu Ala Lys Arg Lp T J Sy £ S lie 2T ^ W 

50 55 y Ala Ile G1 y Arg Glu Lys 

ggc tat ccg gag ctt gtc aat gta ctt c « ^+ " 

* - «. ^ « _ - £ = « S - * « ttt 

e £ £ s s £ £ s £ £ £ r r s " - - 

^ Arg cy S Ser Leu Asp Ala Val Tyr Asp 

etc act ata ggg tac aag aag egg tgt ccc tt«r 95 

- Lys ™ 4 * ~ - - - - - s 

105 

ttc gga ace gat cca teg gaa gtg cac att ~ 110 

- «, * Asp ta set L » £ £ « S J. £ ata cca 

120 

att tot gag att ect caa tea gaa oac =«- 125 
lie set „ B n. Pro ola s „ £ £ £ £ £J ^ T 53 f ^ 
130 135 y Tnr Gl1 * Trp Leu Tyr 

sat eta ttt tat caa .aag gac cag atg ttg gec £ ttt a- 

£ U. P„e ^ «- J,. ^ «, Hat ,J La Sal £ £ £ £ 

155 

ggc tct ttc cct gac am- rr«=, " 160 

* - l £ 5 £ = = = - ^ aae at. gtg 

170 

gaa ggt gtt tgc aat gtt get eta «n t 175 

- «, ~ ^ to ^ La £ £ £ £ £ = « * ~ 

•£-^T£ l££-£iS-£ £ £"£ £ S ~ c " 

195 irp Jjen L ^ s L ®u Tyr Val Ala Phe 

got agt ttg etg etc gcg ttt agt ace tat ttt os * I 

Ala ser Leu Leu Leu Ala Phe Ser £ J£ As, Tr! T T 

210 21S ^ ne As P Tr P Arg Pro Lys 

ccg gtt tac tct agt eta cgt act aaa „ M 22 ° 
P» v al ^ sat sat ^ 4 £ £ £ ^ £ £ *" 



48 
96 
144 
192 
240 
288 
336 
3 84 
432 
480 
528 . 
576 
624 
672 
714 



230 235 
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<210> 5 ■ 

<211> 237 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 5 



Met Ala Leu Met Tyr He Cys Asn Leu Leu Tyr Asn Leu His Leu Phe 

5 10 15 

Ser val Val Ser Leu Ala Ser Lys Ser Tyr Leu Leu Asn Val Leu Ser 

2 ^ 25 
Asn Leu Ser Phe Leu Thr Tyr Cys Asp Val Asn Val He lip Tyr Tyr 

40 45 
Asp Ser Glu Ala Lys Arg Asp Thr Oly Asn Ala He Gly Arg Glu Lys 

Gly Tyr Pro Glu Leu Val Asn Val Leu Gin Pro Arg Thr Arg Gly Phe 

val Thr cys Leu Ser Gin Ser Arg Cys Ser Leu Asp Ala Val Tyr Asp 

85 9q 
Leu Thr He Gly Tyr Lys Lys Arg Cys Pro Leu Phe He Asn Asn Val 

100 105 ' 110 

Phe Gly Thr Asp Pro Ser Glu Val His He His He Arg Arg He Pro 

120 125 
He ser Glu He Pro Gin Ser Glu Asp Gly Met Thr Gin Trp Leu Tyr 

130 13S 14Q 

Asp Leu Phe Tyr Gin Lys Asp Gin Met Leu Ala Ser Phe Ser Lys Thr 

X50 155 
Oly Ser Phe Pro Asp Ser Gly He Glu Glu Ser Pro Leu Asn He III 



165 



170 



Glu Gly val cys Asn Val Ala Leu His Val Val Leu Ser Gly Tr^ val 

180 185 190 

Phe Trp cys Leu Phe His Ser Val Trp Leu Lys Leu Tyr Val Ala Phe 

195 2 00 20S 

Ala ser Leu Leu Leu Ala Phe Ser Thr Tyr Phe Asp Trp Arg Pro Lys 

215 220 
Pro Val jryr Ser Ser Leu Arg Thr Lys Arg Lys He val 
. 225 ^ , 235 " 

<210> 6 

<211> 507 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
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<220> 

< 2 2 1 > mis c_ f ea t ur e 

<223> LPAAT 

<400> 6 



accaggtcga gatgcccatt attcroactot m-**-^- 

accggactga tgctcagtct aggcfccaS caa^ ^ tttgCaaata "accogtgg 
acaatatgtg gtcccacgtc lllttZ* * CggCtggcaa Wcggcga agggctgtgg 
taatcgcctt caaaS^a gclttttclc 111^° WWW" 
gataccctca caagtatglc lacccctcS aatSa tgtgCagcCa ^ggttatta 
tgttgcagct gatgactSg tt^tc^cc Iff ? aggaggtCC * ttggtcgttg 
agccaactgt gagagagatg ItT.ZT, ISSS? tg ^ atat ^ ccggtcatga 



60 
120 
180 
240 
300 

a 3 ccaa=,= gt g a g a g a g a,= g 22J2 f! 39 "" 9 * 360 

tggctaaagc gttaggcatc ertatdeaMa = aagtagagtt cgcagcgaga 420 

tggctgcaga Lagctcaaa ca^ctt * "*° aCBBCtt tetsgaftt aagctagcgc 480 

507 



<210> 


7 


<211> 


1566 


<212> 


DNA 


<213> 


Pliyscomitrella 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1566) 


<223> 


LPAAT 


<400> 


7 



a *g gag age aca gca gat ate am 

Met oiu Ser a*r La Lp Si Oly se"r £» T ^ Ctt 

1 5 ■ y er ^ As P Pro lie Leu 

= = z z: s = = = S s = s = ~ J = 

= z 2 = s 2 = s 2 = - 

gat ggt ggt tgg aag acc aac aac gag tog aat tae 

-p sT «, „ ly , ^ r ^ - - « - - = «. 2 

55 so 



? = = = = = = = = = s s = a = s 

/0 75 



S = S S S 2 2 £ 2 2 2 r r tst " 9 ~ 

^'yr vai Trp He Arg He Cys Leu He 
so 

» aca gat ccc tt, ttt aa g act tt= aat c= g t g t cga ^. ttc 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 
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Gly val Thr Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro Cys Arg Arg Phe 
100 «5 110 

*!? T Ctg t" g3C Sta C3g tta gca a * a gtg atg ttt acc atg 
Met Leu Trp Gly He Arg Leu Val Ala Arg Ala Val Met Phe Thr Met 
115 120 • 125 

T T T CCC atC ^ gga aaa CC * * ct ca = tea gag 

Gly Tyr Tyr Tyr He Pro He Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Su 

130 "5 140 

gcg ccc att att gtg tec aat cac att gga ttt ctg gat ccc ate ttt 
Ala Pro Xle Xle Val ser Asn His He Gly Phe Le! Asp Pro £ £ 

150 155 160 

£? S C C " 9CC atC 9tC tCa gCC "9 W gte 

Val Phe Tyr Arg His Leu Pro Ala He Val Ser Ala Lys 111 Asn J£ 

16S . 170 17S 

gag atg ccc att att gga ctg ttt ttg caa get ttg caa ata ata ccc 
Glu Met Pro He He. Gly Leu Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro 

180 185 lgo 

gtg gac egg act gat get cag tct agg cac cac gcg get ggc aac gtt 
Val Asp Arg Thr Asp Ala Gin Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn J£ 

195 200 205 

egg cga agg get gtg gac aat atg tgg tec cac gtc atg ttg ttc ccg 
Arg Arg Arg Ala Val Asp Asn Met Trp Ser His Val Met Leu Phe Pro 
. 2X0 215 220 

' 111 2? ° T !T aC ° ^ 93C ^ gCa ata atc gcc ttc *=a gga 
Gin Gly Thr Thr Thr Asn Gly Arg Ala He He Ala Phe Lys Thr Gly 

25 230 235 2 40 

HI til T 9 T ^ CCt ^ Cag CCa at9 gtt att tac cct 

Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met Val He Arg Tyr Pro 

245 250 255 

cac aag tat gtc aac ccc tct tgg tgt gac caa gga ggt ccg ttg gtc 
His Lys Tyr Val Asn Pro Ser Trp Cys Asp Gin Gly fly Pro Leu Val 

260 265 270 

gtt gtg ttg cag ctg atg act cag ttc atc aac cac atg gag gtt aaa 
Val val Leu Gin Leu Met Thr Gin Phe He Asn His Met III £t J£ 

275 280 285 

tat ttg ccg gtc atg aag cca act gtg aga gag atg aaa tac cct cat 
Tyr Leu Pro Val Met Lys Pro Thr Val Arg Glu Met Lys Tyr Pro His 

^" 300 
gaa "?.£ ca a ??_ a g a _gt: ? cgc agc_ga_3 atg get aaa gcg tta ggc atc 
Glu Phe Ala ser Arg Val Arg Ser Glu Met Ala Lys" La Leu lly lit ~ 

3 ^*^ 315 320 

gtg tgc aca gaa cac age ttt ctg gat att aag eta gcg ctg get gca 
Val Cys Thr Glu His Ser Phe Leu Asp xle Lys Leu 111 Leu E S 

325 330 335 

gaa aag etc aaa cag cct tea ggt egg teg ttg gtt gag ttt get cac 
Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser Gly Arg Ser Leu Val £u Phe £a Zl 

340 345 350 

atg gag aag tta ttt egg ctg gat ttt cct acg gcg aag gaa tac tta 
Met «u £ Leu Fle to3 ^ ^ pte fco ^ »• 9- «= «. 

3 " 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960, 



1008 



1056 



1104 



basi- Kiant science GmbH 



20030823 



PF 54966 DE 



2 2 2 2 2 2 2 £ s s: 2 S 2 - ~ 

370 . • . Gly Phe Val Thr Phe 

380 

= = = 5 2 2 2 2 2 2 5 - - s - = 

395 • 

cag gtg ttc aac ctt ttc oat aa « ' 400 
Gin val Phe ^ Leu J£ J" f fc JW « gga age ata aac ttt 

Phe Asp L ys Asp Gly His Gly Ser He Asn Phe 
* 410 

cga gag ttt ttg gca ggtx etc aor* ft-- _ 415 

- - - j. Aia 2 2 s 2 s; 2 - = - = 

tea agt aca atg gag act ctm ' 430 

s~ s« ^ ^ - - S £ £ - £ J- Jj « £ 1344 



2 = = 2 5 s 2 5 s s s 2 r r - - 

450 4S5 Ser L eu Asp He Phe 

2 22 2 2 S 2 2 2 2 2 " : - - "* - 

4S5 " 1 Lys Leu Phe Asp 

ata aat cat gat gacr aaa 480 

- - His Ly : 2 2 * 2 s 2 2 2 2 2 

490 ^ 
cag cga aac cca gag tat ctg gec ate «n- 495 

- _ s «. ^ 2 - 2 2 2 2 2 2 2 2 

ctg ctg aag cea eee aca teg act age tga 

Leu Leu Lys Pro Pro Thr Ser Thr Ser 1566 



515 MO 
<210> 8 



. <211> 521 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 8 



Met ^ .se,.. Ite ^. „ p . Val - GlyMK ^ ^ &p , ^ _ 
«« oly ^ 01u ^ ^ ^ u £ mu ^ ^ ^ ^ 
~> >~ T f lla 31y Pro Mu ^ » ^ ^ » ^ ^ 

- «r «y t,p Lys „_ ^ a M „ Trp _ ^ - ^ 

* ser a. ^ ^ u ^ ^ ^ ^ ^ ^ « ^ ^ ^ ^ 

ne * n. vex ua Pha aly ^ w ^ » ^ ne ^ ^ « 



1200 



1248 



1296 



1440 



1488 



1536 
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85 90 95 

Gly val Thr Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro Cys Arg Arg Phe 

100 105 no 

Met Leu Trp Gly lie Arg Leu Val Ala Arg Ala Val Met Phe Thr Met 

115 120 125 

Gly Tyr Tyr Tyr lie Pro lie Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Glu 

130 135 • i4 0 

Ala Pro lie lie Val Ser Asn His lie Gly Phe Leu Asp Pro lie Phe 
145 150 155 iso 

Val Phe Tyr Arg His Leu Pro Ala He Val Ser Ala Lys Glu Asn Val 

I 65 170 17 5 

Glu Met Pro He He Gly Leu Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro 

180 185 i9o 

Val Asp Arg Thr Asp Ala Gin Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn Val 

195 200 205 

Arg Arg Arg Ala Val Asp Asn Met Trp Ser His Val Met Leu Phe Pro 

210 215 220 

Gin Gly Thr Thr Thr Asn Gly Arg Ala He He Ala Phe Lys Thr Gly 
225 230 235 ' 240 

Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met Val He Arg Tyr Pro 

245 250 255 

His Lys Tyr Val Asn Pro Ser Trp Cys Asp Gin Gly Gly Pro Leu Val 

■ 260 265 . 270 

Val Val Leu Gin Leu Met Thr Gin Phe He Asn His Met Glu Val Glu 

275 280 285 

Tyr Leu Pro Val Met Lys Pro Thr Val Arg Glu Met Lys Tyr Pro His 

290 295 3 0 o 

Glu Phe Ala Ser Arg Val Arg Ser Glu Met Ala Lys Ala Leu Gly He 
305 310 315 320 

Val Cys Thr Glu His Ser Phe Leu Asp He Lys Leu Ala Leu Ala Ala 

325 330 ~ 335 

Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser Gly Arg Ser Leu Val Glu Phe Ala Arg 

340 345 350 

Met Glu Lys Leu. Phe Arg Leu Asp Phe Pro Thr Ala Lys Glu Tyr Leu 

355 360 365 

Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp Arg Thr His Ser Gly Phe Val Thr Phe 

370 375 380 

Glu Glu Leu Cys Thr Ala Leu Asp Leu Pro Arg Ser Pro He Thr Lys 

385 - _ 39 ?_ . 395 . 400 

Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp Lys Asp Gly His Gly ser He Asn Phe 

405 410 415 

Arg Glu Phe Leu Ala Gly Leu Ala Phe Val Ser Ser His Thr Ser Phe 

420 425 43Q 

Ser Ser Thr Met Glu Ala Ala Phe Lys Ala Cys Asp Val Asn Gly Asp 

4 35 440 44S 

Gly Thr Leu Ser Arg Asp Glu Val Glu Arg Ser Leu Leu Asp He Phe 

4S0 455 460 

Pro Glu Leu Pro Pro He Thr Val Phe Lys Leu Phe Asp Thr Leu Asp 
465 47 ° 475 " 480 

He Asn His Asp Glu Lys He Ser Trp Glu Glu Phe Ser Ser Phe Leu 
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485 490 
Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu Ala He He He Tyr Ala His Pro Thr 



505 



Leu Leu Lys Pro Pro Thr Ser Thr Ser 
S " 5 20 

<210> 9 
<211> 2217 
<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (281) ..(1837) 

<223> LPAAT2 

<400> 9 



510 



TctlllZ l aggaCga9aC aa ^ggggcg ctgt gg actt gg tacaactc caaatgtggc 
tetter Caactaa ^g tatggttata caaagtgcgt gccgccgaag agacagacct 
tcttggttac ccaagactga atgaagatgg gaagtggaac gatagtatg! tLctcaaa! 
acgagtggct ccgagttttt tggtactcag taggaagttg caajggggt ttgeatacta 
aagaatcgac actgeacagg cctcaccatc gaeggatage atg'acHgc acg £ V 

Met Thr Ser Thr Glu 

aat act gcg atg ttc aca gaa gac act age act eta aac g gc tec aca 
Asn Thr Ala Met Phe Thr Glu Asp Thr Ser Thr Leu Asn lly sll £ 

10 15 20 

gag gca aat cat get aaa ttt ect r-i-t- ~- 

aiu Ala Asn His Ala Glu £ HI £ » Glu 2g £ 2 £ « 



ccg gag cca cea gtg aac ccc ttc cac gag tec a 3 c ac g tgg age ate 

Pro Glu Pro Pro Val Asn Pro Pne His Glu Ser Ser Thr t£ Ser He 
40 4s ^ 

ccc caa gtg ate aag acc att ctg eta gtc ccc ttg etc qtc ata w 
Pro Gin Val Xle Lys Thr He Leu Leu Val Pro Leu Leu Val He 2 g 



65 



ttg etc age atg ttc get etc atg atg ttg gg C tac ata tge gtc aag 
Leu Leu Ser Met Phe Ala Leu Met Met Leu Gly Tyr He Cys Val ly S 

75 80 oc 

Val Sa Met S T T ^ CCg ttg CCt ttc aa * -t 

val Ala Met He Gly cys Lys Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro 

ttg egg ega etc ttg ttg gta agt gtg agg tta ata gca aga ggg gtg 
Leu Arg Arg Leu Leu Leu Val Ser Val Arg Leu He Ala Arc, Sy va! 

A 110 115 

atg gtg gee atg ggg tat tac tat atc cfcc gfcc ^ gg& ^ ^ ^ 



60 
120 
. 180 
240 
295 



343 



* 391 



439 



487 



535 



583 



631 



679 
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Met Val Ala Met Gly Tyr Tyr Tyr He Leu Val Lys Gly Lys Pro Ala 

120 125 130 

cac egg tct gtg gcg ccc att ate gta tec aac cac ate ggc ttt gtg 
Hxs Arg ser. Val Ala Pro He He Val Ser Asn His He lly Phe val 

135 "0 145 

gat ccc att ttt gtg tte tat agg eae ttg eeg gte ate gte tea gee 
Asp Pro He Phe Val Phe Tyr Arg His Leu Pro Val He Val ser Ila 

ISO 165 

III r? T f? CCC ata 3tC gga atg ttc tta «* 9ct etg 

Lys Glu lie Val Glu Met Pro He lie Gly Met Phe Leu Gin Ala Leu 
170 17c 

X80 

gi! T T T 9t9 ga<= ^ ata aaC CCC gc * tcc ■» «e eat geg 87 l 
Gin He He Pro Val Asp Arg He Asn Pro Ala Ser Arg His His SI 



185 190 



195 



get gga aat ate cga cga aga get atg gac aac gag tgg ccg cat ate 
Ala Gly Asn He Arg Arg Arg Ala Met Asp Asn Glu Z HI His Val 



200 20S 



210 



atg etg ttt cca gag ggg act ace aca aat ggc aaa gcg ttg ate fc CC 
Met Leu Phe Pro Glu Gly Thr Thr Xhr Asn lly Lys Ala Leu He Ser 

220 . 225 

ph! ^ !T " a 9Ca tCt tCg CCt ggt Cta cct ** «» ccc atg gte 
Phe Lys Thr Gly Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met £l 



235 



240 



S T I*' ^ ^ gtg ^ CCg t5t * «*t — caa ggg 
He Lys Tyr Pro His Lys Tyr Val Asn Pro Cys Trp Cys Asn Gin Sy 
250 z 



255 



260 

ggg cca ttg gte att etc ttt eag etg atg act cag ttt gta aat tae 
Gly Pro Leu Val He Leu Phe Gin Leu Met Thr Gin Phe Val Asn £r 



27 ° 275 



atg gag gtg gag tat ttg cct gtg atg acg cca aat gtg cat gaa att 
Met Glu Val Glu Tyr Leu Pro Val Met Thr Pro Asn tl His Ilu lie 

280 285 290 

aaa aat ccc cat gaa ttt get aat aga gta egg act gag atg gee 



Lys Asn Pro His Glu Phe Ala Asn Arg Val Arg Thr Glu Met Ala Lys 



300 305 
gcg etg ggc gtt gtg tgc acg gaa cat aac ttt cta gat ate aaa e t- a 
Ala Leu Gly Val val Cys Thr Glu His Asn Phe Leu 2 P He £ Leu 



315 320 



325 

aaa atg get gca gag aag etc aag cag cct tea gga cgc tea tta att 
Lys Met Ala Ala Glu Lyi Leu Lys Gin Pro" ser lly & 2 Hi S£ 



330 



335 



340 



Si 2° ?r ° 9C atg ^ Ctt ttfc Cga ct * ^ac tat tee aag gee 
Glu Phe Ala Arg Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu Asp Tyr Ser Lys Sa 



350 



355 



370 



tat gte aca tac gat gag ttc ctt aaa gca etc cat ctt ccg ccc a CC 
ry, Val Thr Tyr As p Glu Phe Leu Lys Ala Leu His Leu Pr! P^ Thr 
375 380 385 



727 



77S 



823 



919 



967 



1015 



245 

aac caa ggg 1063 



1111 



1159 



aaa 12 07 



1255 



1303 



1351 



«?? T T ^ ^ ^ ttC agt gCt atg * at cct cac agt ggt 1399 
Gin Glu Tyr Leu Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp Pro Ser His Ser Ty 
3 60 365 



1447 
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cag ate act gag cag gtg ttc aac ctt m-p „=„ . 

Gin lie Thr Glu Gin Val Ph! *!! r It ^ * 9 &aC gs?a cac 

390 ^ *~ LSU Phe **P Lys Asn Gly His Gly 

= = = = s = r s? = - S s = 2 - £ 

415 

£■=555=2222=22222 

atg gec gta ttc ccg gag etc ccc cca gca aco at* til 

«eh £ « Pte reo olu _ ,„ fro ~ = J2 t» „. « «. 

465 

■ S = = 5 2 2 £ 2 5 = 2 = 5 = = r 
= = £ 2 = - t 2 = ^ 2 S 2 £ 2 5 

495 



■s 2 2 s 2 2 as r r to9 - « * ~ - 

nr mu Leu Gin Ala Pro Lys Ser Glu Glu Ser Glu Thr 
* os 510 



« -c Eca «c S ata hefthaoa. CMctctttc „ l f tsctgt3 

222: 222: ~: 222: = - — 
22s 222. ~= ~ = = ~" 

,222 222? 222. ° 9 r ta9aa " tctKsat 

thhactscaa aaaaaaaaaa „«22 Ca *" 9tt:aa 9«c= 9g tct ttgh^egtt 



<210> 10 
<211> 519 



<212> PRT 

<213-> -Physcomitrella patens - - 



<400> 10 



Meh Thr ser Thr OLu *sn - Ua « ^ Tht 01 „ Mp ^ ^ ^ 
L» >. •» Mr Thr Ma Ma Hi. ^a .„« Pfte Pro Leu H y .„ 
* SP "* 116 0ly "» «» "» ~ «n Pro Phe His «, ser 
^ "* TtP Ser 118 S1 » ~ a- I*- Thr na Leu Leu v.! Pro 



1495 
1543 
1591 
. 1639 
1687 
1735 
1783 
1831 
1887 



1947 
2007 
2067 
2127 
2187 
2217 
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50 55 60 

Leu Leu Val lie Arg Leu Leu Ser Met Phe Ala Leu Met Met Leu Gly 

70 75 80 

Tyr lie Cys Val Lys Val Ala Met He Gly Cys Lys Asp Pro Leu Phe 

85 90 95 

Lys Pro Phe Asn Pro Leu Arg Arg Leu Leu Leu Val Ser Val Arg Leu 

100 "S 110 

He Ala Arg Gly Val Met Val Ala Met Gly Tyr Tyr Tyr He Leu Val 

us 120 125 

Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Val Ala Pro lie He Val Ser Asn 

"0 135 140 

His He Gly Phe Val Asp Pro He Phe Val Phe Tyr Arg His Leu Pro 

ISO . 1S5 
Val He Val Ser Ala Lys Glu He Val Glu Met Pro He He Gly Met 

165 170 175 

Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro Val Asp Arg He Asn Pro Ala 

180 185 190 

Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn He Arg Arg Arg Ala Met Asp Asn 

• 19 5 200 20S 

Glu Trp Pro His Val Met Leu Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly 

210 215 220 

Lys Ala Leu He Ser Phe Lys Thr Gly Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro 

230 235 240 

Val Gin Pro Met Val He Lys Tyr Pro His Lys Tyr Val Asn Pro Cys 

245 ' 250 25S 

Trp Cys Asn Gin Gly Gly Pro Leu Val He Leu . Phe Gin Leu Met Thr 

260 ■ • 265 270 

Gin Phe Val Asn Tyr Met Glu Val Glu Tyr Leu Pro Val Met Thr Pro 

275 280 285 

Asn val His Glu He Lys Asn Pro His Glu Phe Ala Asn Arg Val Arg 

Thr Glu Met Ala Lys Ala Leu Gly Val Val Cys Thr Glu His Asn Phe 

310 320 
Leu Asp He Lys Leu Lys Met Ala Ala Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser 

325 330 335 

Gly Arg Ser Leu Val Glu Phe Ala Arg Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu 

340 -345 350 

Asp Tyr ser Lys Ala Gin Glu Tyr Leu Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp 

, „ - 35 - 5 - - - - 360 3 *s 

Pro Ser His Ser Gly Tyr Val Thr Tyr Asp'oiu Phe Leu Lys Ala Leu 

370 . 379 380 

His Leu Pro Pro Thr Gin He Thr Glu Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp 

390 395 4 oo 

Lys Asn Gly His Gly Ser He Asn Phe Arg Glu Phe Val Ala Gly Leu 

405 410 41 g 

Ala Phe Leu Ser Thr His Thr Ser Phe Gin Thr Thr Met Lys Ala Ala 

420 42 5 430 

Phe Lys Ala Cys Asp Val Asp Gly Asp Gly Thr Leu Thr Arg Asn Glu 

435 440 445 

Val Glu ser Ser Leu Met Ala Val Phe Pro Glu Leu Pro Pro Ala Thr 
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450 • 455 4S0 

Val Leu Lys Leu Phe Asp Thr Leu Asp Leu Asn Arg Asp Gly Ser lie 
465 470 475 ~ 480 

Asn Trp Glu Glu Phe Ser Ser Phe Leu Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu 

485 490 495 

Ala He lie Leu Ala Ala His Pro Thr Leu Leu Gin Ala Pro Lys Ser 

500 • 505 sio 

Glu Glu Ser Glu Thr Asn He 





515 


<210> 


11 


<211> 


1014 


<212> 


DNA 


<213> 


PhyscomitrelX 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1014) 


<223> 


LPAAT 


<400> 


11 



•atg att atg 
Met lie Met 
1 

tgg tgg gca 
Trp Trp Ala 



gag 
Glu 

gac 
Asp 

eta 
Leu 
65 
gtc 
.val 



cac tta 
His Leu 

35 
att gat 
lie Asp 
50 

ggt ggg 
Gly Gly 

att ggc 
He Gly 



gat tgg gec 
Asp Trp Ala 

aag ggc ttc 
Lys Gly Phe 
115 

cga ttt acg 
Arg Phe Thr 



atg gag 
Met Glu 
5 

aat gtg 
Asn Val 
20 

gga aag 
Gly Lys 

tgg etc 
Trp Leu 

act cga 
Thr Arg 

tgg tct 
Trp Ser 

85 
aaa gat 
Lys Asp 
100 

ccc agg 
Pro Arg 

aag get 
Lys Ala 



gtg 
Val 

aag 
Lys 

gag 
Glu 

gta 
val 

get 
Ala 
70 
atg 
Met 

gag 
Glu 

acc 
Thr 

aaa 
Lys 



ctg 
Leu 

gtg 
Val 

cac 
His 

gga 
Gly 
55 
gtt 
Val 

tgg 
Trp 

aag 
Lys 

ttg 
Leu 

ctt 
Leu 



tgg teg 
Trp Ser 

aag gtt 
Lys Val 

25 
gca tta 
Ala Leu 
40 

tgg att 
Trp He 



gag ctt 
Glu Leu 
10 

tac acg 
Tyr Thr 

etc att 
Leu He 

att gec 
lie Ala 



atg 
Met 

ttt 
Phe 

gtc 
Val 

tgg 
Trp 
120 
gag 
Glu 



aag aag tec 
Lys Lys Ser 
75 

tea gag tat 
Ser Glu Tyr 
90 

ttg aag aat 
Leu Lys Asn 
105 

gtg get ctt 
Val Ala Leu 

gtt gec caa 
Val Ala Gin 



ata tgg 
He Trp 

cca aag 
Pro- Lys 

tgt aat 
Cys Asn 

45 
cag aga 
Gin Arg 
60 

acc aaa 
Thr Lys 

gtg ttt 
Val Phe 

ggt tat 
Gly Tyr 

ttt gtg 
Phe Val 
125 
aaa ttt 
Lys Phe 



ctg ctg gat 48 
Leu Leu Asp 

.15 ' 

gag teg tgg 96 
Glu Ser Trp 
30 

cac cgc agt 144 
His Arg Ser 

ttg ggg tgt 192 
Leu Gly Cys 

ttt ctt ccg . 240 

Phe Leu Pro 
80 

tta tea aga 288 
Leu Ser Arg 
95 

tea agt ctt 336 
Ser Ser Leu 
110 

gaa ggc act 384 
Glu Gly Thr 

gcg gcg gat 432 
Ala Ala Asp 
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130 135 
aca ggg c ta cgt gtt cca agg tat gtg ctt att Itl 
«*r Gly Leu Arg Val Pro Arg Tyr tZ Le"u Val p ?° "** "» g£Jg 
145 15Q 3 71 Val Leu Val p ro Arg Thr Lys Gly 

ttc gtt teg get gtg gag aae ttg cgt gaa III att , 1S ° 
- val ser Ala Val Glu Asn La! Arg £ £ £ ^ £ - £ 

170 • 
jac atg ace gtt get ata tet aaa gag ctg eec aat ^ " 5 
Asp Met Thr Val Ala lie Ser Lys Glu Le! p™ !! f "* * t9 atC 
180 Pr ° ta Pro Met He 

egg att tte aga ggg eaa eea tet gtg gtt eat a t <r ta "°' 
Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Sf His Sf !^ *** Cg9r 
195 20Q Val Hls Val Val Arg Arg 

- ===.55==5E=S = = = 2 
£ = = = = = = = = 5 5 5 12 = = = 

235 

= =■ = = = 5 = 1 2 - s = s = 5 i 

ctt aaa cct ctt att att a+ n 25 ° 255 

»- ^ Pro x- S S VaJ S S S ? J? "* " S ** 
260 Trp Il€ Thr Leu Leu Ala 



325 330 
gac tga " u 335 



480 

528 

576 

624 

672 

720 



768 



816 



gca gca tgg tgg ttt cta aga cga att «-« ^ 27 ° 

«. - s Irp ^ tou ^ ^ - s = - 5 .» s «. 864 

s S SJ s s e s 5 s - - r S *. .« 

290 295 Val Val Met Leu <=ys Val Gin He 

tta gtg atg teg tea eaa teg gaa aaa + 3 °° 

X-eu val Met ser ser Gin Ser X T g Tr sZ Z 7* "* *** 
3 05 310 toAU Arg Ser Se * Asp Pro Ala Ala Lys 

aag gee aat eaa aaa cag get? erct tet -.«. 31 f 320 
«~ -a _ sln Lys G1 * ^ £ « ■£ ~ « «• M. aaa ac g 
325 a Hls Leu Q ly Lys Thr 



912 



960 



1008 
1014 



<210> 12 

<211> 337 

<212> PRT 

<213> Physcoraitrella patens 

<400> 12 



Met xi. Met Mat 81 « vax Leu „ Ser 61u Lsu Ile ^ Leu ^ ^ 
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1 



TTP Trp Ala Asu Val Lys v.l L ys val Tur Pro Lys Glu » ^ 
olu His Leu oly Lys olu ^ Jle ^ ^ ~ ^ 

*=P II. Asp Trp Leu Val oly Z olu "g leu oly cys 

Leu Oly oly ^ Arg Ale Val Met Lys Lys s.r Tur L y s a. Leu Pro 

V.1 II. Oly Trp Ser Met Trp Pu. Ser olu £r Val Phe Leu Ser Arg 

90 

«• Trp Ale Lys Asp Olu Lye v.1 Leu Lys Asu el y Ty r ser sir Leu 

105 

Lys Sly * teto3 ar Leu Trp Val Ala Leu Phe Vel Glu oly Xur 

Arg Ph. Thr Lys Ale Lys Leu III v,l Al, olu Lys £ Ala Ale Asp 

^■35 140 
Thr Oly Leu Arg val Pro .Arg Xyr Val Leu Val Pro Arg Xur Lys Oly 

155 

P»e VI ser Ala val olu As„ „u Arg Olu Phe val Pro Val val £ 

170 

asp Mat Thr val Ala lie ser Lys olu Leu Pro Asn Pro Thr Mat II. 
Arg He Phe Arg Oly olu Pro ser Val Val Bis Val Tyr v" Arg Arg 
val pro Met ser Asp lau Pro Z oly Ala Asu Al. n. ser Lys Trp 

220 

Cys His Asp Ala she His He Lys Asp Asp Arg Leu olu olu His olu 

235 

Lys Olu asu Thr Ph. oly Olu Asp Leu Tyr He Pro He Olu Arg Pro 

250 

Leu Lys Pro Leu He He val He ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala 

«• Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg val Lau Ser Thr Trp Lys oly He 

280 

«. Trp v.1 Al. Oly v.1 Leu Val val Val Met Leu Cy. Val Olu He 
Leu val Met Ser Ser olu ser Olu Arg Ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys 

Asp 335 



<210> 13 
<211> 643 



<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
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<220> 

<221> , misc_f eature 

<223> LPAAT2 

<400> 13 




~s ™£ j~"«-~'tp«^. 

caatggctgc ct^agaaa ggagc^tct ctataf^ MCMfl9M * a ^gatggag 
tacctataac gttaattggc tcaSca^ f 9 *" 0 "* caa ^gaggt gtgtcagttg 
^cctggcgt tgtgaaaa^ ££££ 
tttgtgatca gtctaggaag gttattgcag aglccttgaJ c^acT^ 
attagttgct gtgattaata L a(V L a 3accttgat caaacacggt cttcctgttc 

sss ssr =:: -™ 



<210> 14 

<211> 657 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(6S7) 

<223> LPAAT 

<400> 14 




2 % = = = = = s = = = s 5 = 5 - 

10 

aga get cag cac ctt gtg aac aag gtg tog aca att t f„ . 15 

~ 9 ^ ola «. to « Mn Ly : » s ~ 2 « s « 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 . 
480 
540 
600 
643 



48 



96 



= = s = s? s c s = - = = ; = - -. 



55 60 



tat aca etc ttt caa tta gga cga eca ttt aag ttt att a*, aa 

Jjr - Phe am oi y ^ g Pro Phe ^ HI HI HI £ = 

age aat ttt etc att ccg att att ggt tgg tec ate, - 8 ° 

Se r Asn Phe Leu Pro Jle lle » » too atg tae atg acg gge 

90 

=ac «t ccc eta aa 9 = 3 t at 3 3 ac aa 3 igt oai ttg ^ ^ 



192 



240 



288 



336 
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His lie Pro Leu Lys Arg Met: Asp Lys Arg Ser Gin Leu Glu Cys Leu 

100 105 110 

aag ace tgc atg aag ctg gtt aaa gaa ggt gtg tct gtt ctg ttt ttc 
Lys Thr Cys Met Lys Leu Val Lys Glu Gly Val Ser Val Le! Z Hi 

115 120 . 125 

cct gag ggc aca agg aca acg gat gga gca atg get gec ttc aa<r aaa 
Pro Glu Gly Thr Arg Thr Thr Asp Gly Ala Met Ala Ala Phe Lys Lys 

135 140 

T T IT gC9 gC ° aag 9ga * gtg cca gtt gta cct ata 

Gly Ala Phe Ser Val Ala Ala Lys Gly Gly Val Pro Val Val Pro lie 

150 155 



acg tta att ggc tea ggc aag ttg atg cca aat ggt tta cat aca 
*hr Leu lie Gly Ser Gly Lys Leu Met Pro Asn £y Leu Til £ 
165 



170 



tta egg cct ggc gtt gtg aaa atg att gtc cac cca get ate cge acrt 

LeU *** Pr ° ^ Val Val **» He val His Pro Ala He 2g Ser 

185 19Q 
aaa aat gec gat gag ctt tgt gat cao tct aaa ==,rr ..... 

^ *» «. ^ „ u ^ ^ l p «: £ * ^ «s s s s 624 

200 205 
acc ttg ate caa cac ggt ctt cct gtt cat tag . 
Thr Leu lie Gin His Gly Leu Pro Val His 
21 ° 215 

<210> 15 

<211> 218 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 15 - 



Met Leu He Leu Gin Pro Phe Val Leu Leu Leu Asp Lys Gin Arg Arg 

10 15 

Arg Ala Gin His Leu Val Asn Lys Val Trp Ala He Leu Thr Thr Ser 

20 25 
Leu Phe Tyr Lys Thr Glu He Glu Gly Trp Glu Asn Leu Pro Ala Ser 

40 

AspGlu Gly Ala Val^Tyr Val. Ala Asn_His_Gln Ser Phe Leu Asp He 

55 ' — - " ' 

Tyr Thr Leu Phe Gin Leu Gly Arg Pro Phe Lys Phe He Ser Lys Thr 
*^ 70 75 

Ser Asn Phe Leu He Pro He He Gly Trp Ser Met Tyr Met Thr lly 

85 9Q 
His He Pro Leu Lys Arg Met Asp Lys Arg ser Gin Leu Glu Cys Leu 

105 110 
Lys Thr cys Met Lys Leu Val Lys Glu Gly Val ser Val Leu Phe Phe 

120 125 
fro Glu Gly Thr Arg Thr Thr Asp Gly Ala Met Ala Ala Phe Lys Lys 



384 



432 



480 



160 

gaa tat aca 528 



576 



130 i-ae 

135 140 
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Gly Ala Phe Ser Val Ala Ala Lys Gly Gly Val Pro Val Val Pro lie 
145 150 155 1S0 

Thr Leu lie Gly Ser Gly Lys Leu Met Pro Asn Gly Leu Glu Tyr Thr 

165 170 i7 5 

Leu Arg Pro Gly Val Val Lys Met He Val His Pro Ala He Arg Ser 

180 185 190 

Lys Asn Ala Asp Glu Leu Cys Asp Gin- Ser Arg Lys Val He Ala Glu 

195 200 205 

Thr Leu He Gin His Gly Leu Pro Val His 
. 21 ° 215 



<210> 


16 


<211> 


1254 


<212> 


DNA 


<213> 


Mortierella alpina 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 
<223> 


(1) . - (1251) 
LPAAT 


<400> 


16 


atg gat gaa tec acc acg acc 
Met Asp Glu Ser Thr Thr Thr 
1 5 



10 15 
aag acg tec teg cac ccc cgc egg etc ggt ccc gag atg aac cct ate 
Lys Thr Ser Ser His Pro Arg Arg Leu Gly Pro Glu Met Asn Pro He 

20 • 25 30 

tac aag ggt etg cga gee att gtc tgg gee ttt tae tte aac ctg gga 
Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr Phe Asn Leu Gly 

35 40 4S 

gcg teg ctt ata teg ate acg cag gtg ctg teg ctg cct ctg gcg ttg 
Ala Ser Leu. He Ser He Thr Gin Val Leu Ser Leu Pro Leu Ala Leu 

50 55 60 

att get cca ggg gtc tac cag tgg cac ate age aaa aca cag ggt cac 
" e _y. a . Pro G1 y Val Gin Trp His lie _Ser Lys Thr Gin Gly His 
55 70 ?5 • - — 

ttt gga get tte ctg etc egg atg aac cag etc ttt gcg ccg tea gat 
Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe Ala Pro Ser Asp 



85 go 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



att gtc ttg aca ggg gac gag agt gtc agg gga ate gtc aag gtc tac 336 
He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Arg Gly He Val Lys Val Tyr 

aaa gga egg aac ctg aag gag gec ggt gag cca ggc age ggt cag gga 384 
Lys Gly Arg Asn Leu Lys Glu Ala Gly Glu Pro Gly Ser Gly Gin Sy 

115 12*0 125 

gag gac att ctt ctg gat atg ccc gag- agg atg gtt tte att gcg aac 432 
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Glu Asp lie Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val Phe lie Ala Asn 

130 "5 140 

cac cag ate tac tct gac tgg atg tac etc tgg tge tte tee tat ttt 
His Gin lie Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys Phe Ser Tyr Phe 
145 150 155 160 

gca gag agg cae agg gca ctg aag att att ctt egg ggc gac eta ace 
Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg Gly Asp Leu Thr 

165 170 175 

tgg ate cct gte ttt ggc tgg ggt atg egg ttc ttt gac ttt ate ttt 
Trp lie Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe Asp Phe He Phe 

180 185 190 

ttg aaa cgt aat gac tgg gca cae gat cgc cgt gee att gag gaa aac 
Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala He Glu Glu Asn 

195 200 205 

ttg gga cgt gte aag gaa aag gat ccc etc tgg etc gtg gte ttc cec 
Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu Val Val Phe Pro 

210 215 220 

gag gga aca gte gte tee aag gaa acg cgt etc cga tec gtt gee ttt 
Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg Ser Val Ala Phe 
225 230 235 240 

tea. aag aag get agt ctg teg gat cac cgc cat gtg ctg ctt cca agg 
Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val Leu Leu Pro Arg 

245 250 255 

acc age ggt ctg ttt gtg tgc ate aac aag ttg cgt gga tct gte gac 
Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg Gly Ser Val Asp 

260 2S5 270 

tac ttg tac gat gca acc gtt ggc tac teg aat gte gag tat ggc gag 
Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val Glu Tyr Gly Glu 

275 280 285 

att ccg eag gag ctt tac ccg tta cca gga ctg tat ate aac aaa gca 
He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr He Asn Lys Ala 

290 295 300 

eag ccc aag gag ate aac atg cac ctg cgt cga ttt gcg ate aag gat 
Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg Arg Phe Ala He Lys Asp 

3 f 310 315 320 

ate cec acg tea gaa ccc gaa ttt gtg gaa tgg gte cga get egg tgg 
He Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val Arg Ala Arg Trp 

^rr ^ 330 335 

.^WJFSRJKt 553.ttg_atg gaa gag ttt^tat ace aag ggc cga ttt 
Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr Lys Gly~'Arg "pTe "~ 

340 3 « 350 

cca tea caa ctg acg gee gee gac att ggt gag aag gag gte aag acg 
Pro ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys Glu Val Lys Thr 

355 360 3S5 

gca gga ggt cca acg gag gga cag agt gte agg ate ccg etc aag gcg 
Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg He Pro Leu Lys Ala 

370 375 380 

cga ggc atg atg gac tac etc atg cec teg gte atg aat ctg ate gee 
Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met Asn Leu He Ala 



480 



528 



S76 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



385 390 395 



400 
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ctt cct gtg ctg gcg ttt gcg atg aga tat gca gtg cag caa gca teg 
Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val Gin Gin Ala Ser 
405 410 41S 

ggc tga 
Gly 



<210> 17 

<211> 417 
<212> PRT 

<213> Mortierella alpina 
<400> 17 

Met Asp Glu Ser Thr Thr Thr Thr Thr His His Ser Glu. Thr Ser Ser 
1 5 10 15 

Lys- Thr Ser Ser His Pro Arg Arg Leu Gly Pro Glu Met Asn Pro He 

• 20 25 30 

Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr Phe Asn Leu Gly 

35 40 45 . 

Ala ser Leu He Ser He Thr Gin Val Leu Ser Leu Pro Leu Ala Leu 

50 55 60 

He Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys Thr Gin Gly His 



65 70 75 



, -~ 80 

Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe Ala Pro Ser Asp 

85 90 95 

He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Arg Gly He Val Lys Val Tyr 

100 105 110 

Lys Gly Arg Asn Leu Lys Glu Ala Gly Glu Pro Gly Ser Gly Gin Gly 

115 120 12 5 

Glu Asp He Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val Phe He Ala Asn 

. 130 135 140 

His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys Phe Ser Tyr Phe 
145 iso. 1S5 160 

Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys lie He Leu Arg Gly Asp Leu Thr 

165 170 175 

Trp He Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe Asp Phe lie Phe 

_ 18 -9 185 . . 190 _ 

Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala He Glu Glu Asn 

193 200 205 

Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu Val Val Phe Pro 

210 21S 220 

Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg Ser Val Ala Phe 
225 230 235 240 

Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val Leu Leu Pro Arg 

245 250 255 

Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg Gly Ser Val Asp 

260 265 270 

Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val Glu Tyr Gly Glu 



1248 



1254 
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275 280 285 

lie Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr lie Asn Lys Ala 

290 295 300 

Gin Pro Lys Glu lie Asn Met His Leu Arg Arg Phe Ala He Lys Asp 



310 315 



320 



He Pro- Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val Arg Ala Arg Trp 

3 ^5 330 
Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr Lys Gly Arg Phe 

340 345 350 

Pro ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys Glu Val Lys Thr 

360 365 
Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg He Pro Leu Lys Ala 

375 380 
Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met Asn Leu He Ala 

5 3 90 395 

Leu Pro val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val Gin Gin Ala Ser 

405 415 



. Gly 




<210> 


18 


<211> 


1170 


<212> 


DNA . 


<213> 


Mortierella 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1167) 


<223> 


LPAAT 


<400> 


18 



atg aac cct ato tac aag ggt ctg cga gcc att gtc tgg gcc ttt tac 
Met Asn Pro He Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val TrJ £ £ £ 



10 1S 



ttc aac ctg gga gcg teg ctt ata teg ate acg cag gtg eta tea eta 
Phe Asn Leu Gly Ala Ser Leu He Ser He Thr Gin v2 Leu Ser III 
20 25 



30 



cet_etg gcg ttg att get eea ggg gtc tac cag tgg cac ate age aaa 
Pro Leu Ala Leu He Ala-pro Gly Val His He Ser Lys 



40 



45 



aca cag ggt cac ttt gga get ttc ctg etc egg atg aac caa cte ttt 
Thr Gin Gly His Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Z Gin Leu Phe 

50 . 55 



60 



gcg ceg tea gat att gtc ttg aca ggg gae gag agt gtc agg gga ate 
Ala Pro ser Asp He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val A^g lly Tit 



75 



gtc aag gtc tac aaa gga egg aac ctg aag gag g CC gat aaa cca acrn 
W ~ ^ «y « 3iSnL . tt Ly l H », "J "J ~ ^ 

85 • *° 95 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



BASF Plant Science GmbH 



20030823 



PF 54966 DE 



155 



T T T ^ ^ Mt 9aC ^ g = a cac »t cgc cgt gcc 
Phe Ile Phe Leu ^ s Asn Asp Trp Ala His Asp Arg A^g £a 



165 170 



S ^ ^ " g ^ Cgt 51:0 aag gaa aa * gat'ccc etc ^gg etc 
He Glu Glu Asn Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu t£ Leu 



"o 185 



gtg gtc ttc ccc gag gga aca gtc gtc tec aag gaa acg cgt etc caa 
Val Val Phe Pro Glu Gly Thr Val Val Ser Ly! Glu Thr ^ Leu 2g 
5 200 205 

Ser £1 111 T T Sag 1,8 g<=t agt Ctg tcg * at ca « <*» cat gtg 

210 " ^ ^ ^ Ser His *** His Val 

215 220 

2u S f a ag ° ^ Ctg ttt tgC atc aa <= ttg cgt 

Leu Leu Pro Arg Thr Ser Gly Leu Phe Val cys He Asn Lys Le! A^ 

230 235 240 

gga tct gtc gac tac ttg tae gat gca ace gtt ggc tac teg aat gtc 
Gly Ser val Asp Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val £y ^ S er Asn val 

245 250 255 

gag tat ggc gag att ccg eag gag ctt tae ccg tta eca gga ctg tat 
Glu Tyr Gly Glu He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr 

° 2 «5 270 

ate aac aaa gca cag ccc aag gag atc aac atg cae ctg cgt cg a ttt 
lie Asn Lys Ala Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg" Z HI 

5 280 285 
gcg atc aag gat atc cee aeg tea gaa ccc gaa ttt gtg gaa tgg gtc 
Ala lie Lys Asp xie. Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val 
• - ~ _ 29 - 5 _ . 300 

2! IT I 39 I" ^ ^ ^ g gat gag ttg at * * aa ^ag ttt ta ; a'ce 
Arg Ala Arg Trp Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Tnr 

^ 3X0 315 

aag gg c cga ttt eca tea eaa ctg acg gcc gcc gac att ggt gag aaa 
L ys Gly Arg Phe Pro Ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Ty Glu Lys 

325 330 335 

gag gtc aag acg gca gga ggt eca acg gag gga cao aat «. 
«u ~ Lys ^ Ma 01y Qly pre ^ « ~ = S « atc 

345 350 
ccg etc aag gcg cga ggc atg atg g ac tac etc atg ccc teg gtc ata 
Pro Leu Lys Ala Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro ser Tat Met 



336 



384 



24 

age ggt cag gga gag gac att ctt ctg gat atg ccc gag agg ata att 
Ser Gly Gin Gly Glu Asp lie Leu Leu Asp Met Pro Su Arg Met Val 

105 . • 11Q 

Phe 17 ^ CaC ^ tCt ga ° tgg at * tac etc tgg tgc 

Phe lie Ala Asn His Gin lie Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu tJ Cys 

5 12 ° 125 

ttc tec tat ttt gca gag agg cac agg gca ctg aag att att ctt M « 
Phe ser Tyr Phe Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys £ £ £ ™ 

135 140 
ggc gac ctg ace. tgg ate ect gtc ttt ggc tgg ggt atg egg ttc ttt 
Gly Asp Leu Thr Trp lie Pro Val Phe Gly Trp £y Met Arg Hi £ 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 
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355 360 3S5 

aat ctg ate gec ctt cct gtg ctg gcg ttt gcg atg aga tat gca gtg 
Asn Leu He Ala Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val 

370 375 380 

cag caa gca teg ggc tga 
Gin Gin Ala Ser Gly 
385 

<210> 19 

<211> 389 
<212> PRT 

<213> Mortierella alpina 
<400> 19 

Met Asn Pro He Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr 

Phe Asn Leu Gly Ala Ser Leu He Ser He Thr Gin Val Leu Ser Leu 

20 25 3 0 

Pro Leu Ala Leu He Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys 

35 40 45 

Thr Gin Gly His Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe 

50 55 60 

Ala Pro Ser Asp He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Arg Gly He 
65 70 75 80 

Val Lys Val Tyr Lys Gly Arg Asn Leu Lys. Glu Ala Gly Glu Pro Gly 

85 90 95 

Ser Gly Gin Gly Glu Asp He Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val 

100 aos 110 

Phe He Ala Asn His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys 

115 120 125 

Phe Ser Tyr Phe Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg 

130 "5 140 

Gly Asp . Leu Thr Trp He Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe 
145 15° 155 ~ 160 

Asp Phe He Phe Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala 

I 65 170 175 

Ilej31uj31u Asn Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu 

"180 ~ - las - ~ ~ ~ - xso' 

Val val Phe Pro Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg 

195 200 205 

Ser Val Ala Phe Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val 

210 215 220 

Leu Leu Pro Arg Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg 
225 ' 230 2 35 24 o 

Gly Ser Val Asp Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val 

245 250 255 

Glu Tyr Gly Glu He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr 
260 265 270 



1152 



1170 
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He Asn Lys Ala Gin Pro Lys Glu 
275 280 
Ala He Lys Asp He Pro Thr Ser 

290 - 295 

Arg Ala Arg Trp Val Glu Lys Asp 
305 310 
Lys Gly Arg Phe Pro Ser Gin Leu 
325 

Glu Val Lys Thr. Ala Gly Gly Pro 
340 

Pro Leu Lys Ala Arg Gly Met Met 
355 3so 
Asn Leu He Ala Leu Pro Val Leu 

370 375 
Gin Gin Ala Ser Gly 
385 

<210> 20 



26 

He Asn Met His Leu Arg Arg Phe 
285 

Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val 
300 

Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr 
315 320 
Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys 

330 335 
Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg He 
345 350 
Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met 
365 

Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val 
380 



<211> 687 

<212> DNA 

<213> Shewanella hanedai 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(684) 

<223> LPAAT 



<400> 20 

atg tta ctg eta gca ttt gtt ttt ggt ggt ctt gtt tgt tta tta aga 48 

Met Leu Leu Leu Ala Phe Val Phe Gly Gly Leu Val Cys Leu Leu Arg 

1 5 10 15 

ccg aga cat cgt gac aat gta cac atg ttc get aaa att ttc tec tat 96 

Pro Arg His Arg Asp Asn Val His Met Phe Ala Lys He Phe Ser Tyr 

20 25 30 

get gcg cca gta tta ggt ate aag gtc ata gta cgt aaa cct age gta 144 
Ala Ala Pro Val Leu Gly He Lys Val He Val Arg Lys Pro Ser Val 

35 40 45 

gcg acg act gag cct tgt gtc ttt'ttg gca aat cat cag" aat aat ttc 192 
Ala Thr Thr Glu Pro Cys Val Phe Leu Ala Asn His Gin Asn Asn Phe 

• 50 55 go 

gat atg ttt acc cat act gcg gca gta ccg aaa ggg acg gtc agt ctt 240 
Asp Met Phe Thr His Thr Ala Ala Val Pro Lys Gly Thr Val Ser Leu 
65 70 75 * 80 . 

gga aag aag agt tta get tgg gtg cct ttt ttt ggt cag att tac tgg 288 
Gly Lys Lys Ser Leu Ala Trp Val Pro Phe Phe Gly Gin He Tyr' Trp 

85 90 , 95 

ttg tec ggt aat att eta att gac aga aaa aac cgc aat aga gcg ttt 336 
Leu Ser Gly Asn He Leu He Asp Arg Lys Asn Arg Asn Arg Ala Phe 
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100 105 



gaa acc atg gcg caa acc gcc aaa aag att aaa gat aag III tta tct 
Glu Thr Met Ala Gln Thr ^ Lys Lys ^ Lyg ^ J £ -a tct 

120 125 
ate tgg ata ttt ccg gaa crcrt a.ca ncrn ^ 

•y -t _ a y ac ST cgc tct cgt ggc aaa acre tta i-t-rr 

Il« », He P„ Glu Gly T.» ^ ser ^ S y J Sy 2 2 

140 

5 = 2 2 s r 2 = s s 5 s 5 ~ s 

150 15S 

s? s 2 s 2 s = 2 =r = 2 2 £ 2 5 

170 

5 = 2 5 s.s s s s = 2 s = « : £ = . 

185 

2 5 2 2 2 2 = - - s 2 2 2 5 2 = 

200 205 

S Met 2 T ^ ^ gat Caa — 9«t tea gcc 

Ala Met Met Ser Asn Arg Leu Thr Gln Leu ^ Gln ^ ^ ^ j£ 

220 

tta atg gca aag taa 

Leu Met Ala Lys G87 
225 

<210> 21 

<211> 228 

<212> PRT 

<213> Shewanella lianedai* 

<400> 21 



Met Leu Leu Leu Ala Phe Val Phe Gly Gly Leu Val Cys Leu Leu Arg 
Pro Arg His Arg Asp Asn Val His Met Phe Ala Lys He Phe Ser Tyr 

20 oc 1 



10 

.-1^! ^™J!^^^J^™'^2?^!«* ^ Ser val 



Ala Thr Thr Glu Pro Cys Val Phe Leu Ala Asn His Gln Asn Asn Phe 

60 

Asp Met Phe Thr His Thr Ala Ala Val Pro Lys Gly Thr Val Ser Leu 

Gly Lys Lys Ser Leu aL Trp Val Pro Phe Phe Gly Gln Xle Tyr Trp 

90 

Leu sor G1 y „ n Ile Ile Mp ^ lys to ^ ^ £ ^ 

105 

«» Thr Met M a «. „ lya Lya u . Lya ^ Lys ^ ^ ^ 



384 
432 
480 
528 
576 
624 
672 



120 125 
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He 'Trp He Phe Pro Glu Gly Thr 

130 135 
Pro. Phe Lys Ser Gly Ala Phe His 
145 150 
Met Val Pro Val Leu Ala Ser Asn 
165 

Trp Asn Asn Gly Val Val He He 
180 

Lys Gly . Leu Ala Lys Ser Gin Val 
195 200 
Ala Met Met Ser Asn Arg Leu Thr 

210 215 
Leu Met Ala Lys 
225 



28 

Arg Ser Arg Gly Lys Gly Leu Leu 
140 

Thr Ala He Asp Ala Gly Val Ala 
155 160 
Gin Ser His He Lys Leu Asn Arg 

170 • - 175 

Glu Met Met Asp Pro He Glu Thr 
185 190 
Lys Glu Leu Ser Lys Arg He His 
205 

Gin Leu Asp Gin Glu Ala Ser Ala 
220 



<210> 22 

<211> 1352 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (39) . . (1340) 

<223> GPAT 



<400> 22 



ggccgcaagg taaccgcctt ctgccgcaag ccttgact atg ccg teg ctg ttt egg 56 

Met Pro Ser Leu Phe Arg 
1 5 

gcg aaa cgc aat ggc aga agg acg ccg ggg aat gec gtg ace aat ttc 104 
Ala Lys Arg Asn Gly Arg Arg Thr Pro Gly Asn Ala Val Thr Asn Phe 

10 15 20 

ggg aaa tct gaa ttc cat cgt gaa att agt ggg agt acg egg gcg acc 152 
Gly Lys Ser Glu Phe His Arg Glu He Ser Gly Ser Thr Arg Ala Thr 

25 3 0 35 

acg cag gtg get gaa gec acc aca get ggt ctt agg gag acc att gag 200 
Thr Gin _Val _Ala_ G_lu Ala. Thr Thr Ala_Gly Leu_Arg_Glu_Thr _He_ Glu 

40 45 50 

gac cgc get att ate gac ggt cat tct cac agt ttt gaa gga att caa 248. 
Asp Arg Ala He lie Asp Gly His Ser His Ser Phe Glu Gly He Gin 
55 60 65 70 

teg gaa gaa gag ttg atg cag gta att gaa aag gag gtg gaa tec ggt - 296 
Ser Glu Glu Glu Leu Met Gin Val He Glu Lys Glu Val Glu Ser Gly 

75 80 85 

egg ctg ccg aag cgt get ggc gcg gga atg gta gag ttg tat cgc aat 344 
Arg Leu Pro Lys Arg Ala Gly Ala Gly Met Val Glu Leu Tyr Arg Asn 

90 95 100 

tat cga gat get gta gtg age agt ggc gta gaa aat gcg atg gat att 392 ' 
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Tyr Arg Asp Ala Val Val Ser Ser Gly Val. Glu Asn Ala Met Asp He 

105 110 115 

gtt gtg aaa gtc atg tea act gtg ttg gac egg att ctt ctg cag ttc 
val val Lys Val Met Ser Thr val Leu Asp Arg He Leu Leu Gin Phe 
120 125 130 

gag gag cca ttc aca ttt gga teg cac cac aag aga atg gtg gag ccg 
Glu Glu Pro Phe Thr Phe Gly Ser His His' Lys Arg Met Val 111 Pro 
135 140 145 1S0 

tat gat tac tac aca ttt ggt cag aac tat gtg cgt cct etc eta gat 
Tyr Asp Tyr Tyr Thr Phe Gly Gin Asn Tyr Val Arg Pro Leu Leu Asp 

155 ISO . 16S 

ttc agg aac tct tac ctt ggg aac tta aag ate ttt gac cag ata gag 
Phe Arg Asn Ser Tyr Leu Gly Asn Leu Lys He Phe Asp Gin He Glu 

170 175 180 

aag aac ctg aaa gag ggg cac aac gtc att ttt eta tec aat cac cag 
Lys Asn Leu Lys Glu Gly His Asn Val He Phe Leu Ser Asn His Gin 

I 85 190 195 

act gag gca gat cct get gtt atg gcg ctg ttg ctt gag cac tct cac 
.Thr Glu Ala Asp Pro Ala Val Met Ala Leu Leu Leu Glu His Ser His 
200 205 21Q 

ecc tat ttg gca gag aac ttg ace tat gtg get gga gac agg gtt gtg 
Pro Tyr Leu Ala Glu Asn Leu Thr Tyr Val Ala Gly Asp Arg Val Val 
215 220 225 230 

ctg gat cca ttc tgc aaa cct ttt agt atg ggc agg aat etc ttg tgc 
Leu Asp Pro Phe Cys Lys Pro Phe Ser Met Gly Arg Asn Leu Leu Cys 
235 240 245 

^ "* ^ ^ a " ^ ^ CC3 9aC Ctt * Ct ^g 

Val Tyr Ser Lys Lys His He His Asp Val Pro Asp Leu Ala Glu Met 

250 255 260 

aaa ate aaa get aat gcg aag act ttg aga cag atg acg ate ctg ctg 
Lys He Lys Ala Asn Ala Lys Thr Leu Arg Gin Met Thr He Leu Leu 

265 270 275 

agg cag gga ggt caa tta tta tgg gta gca ccc agt ggt gga cgc gat 
Arg Gin Gly Gly Gin Leu Leu Trp Val Ala Pro Ser Gly Gly Arg Asp 

280 285 290 

cgc cct gat cct gag acc aac gaa tgg gtt cct gca cat ttt gac teg 
Arg Pro Asp Pro Glu Thr Asn Glu Trp val Pro Ala His Phe Asp Ser 
295 300 305 310 

tct get gtg gag aat atg aag cga eta tct gac att gtc cga gta cct 
Ser -Ala Val" Glu "ASn" Met"; Lys Arg" Leu Ser' Asp He" Val Arg Val Pro 

315 320 325 

get cat tta cat gee eta tea tta eta tgt ttt gag att atg cca cct 
Ala His Leu His Ala Leu Ser Leu Leu Cys Phe Glu He Met Pro Pro 

330 335 340 

cct gtc cag gta caa aag gag eta gga gag cga aga gca gta gga ttt 
Pro Val Gin Val Gin Lys Glu Leu Gly Glu Arg Arg Ala Val Gly Phe 

345 350 355 

age gga gtt ggt eta gee gtt tec gag caa eta gat tat gat tec att 
Ser Gly Val Gly Leu Ala Val Ser Glu Gin Leu Asp Tyr Asp Ser He 
360 365 370 



440 



488 



536 



584 



632 



680 



728 



776 



824 



872 



920 



968 



1016 



1064 



1112 



1160 
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gcg aag tta gtc gac gat tec aaa aat gcg aag gat gec'ttt teg gat 1208 
Ala L ys Leu Val Asp Asp Ser Lys Asn Ala Lys Asp Ala Phe Ser 2p 

5 380 385 

gcg gca tgg age gaa gte aat gat atg tat aae gtg tta aaa gaa gca 1256 
Ala Ala Trp Ser Glu Val Asn Asp Met Tyr Asn Val Leu Lys 2u HI . 

395 400 405 

^! !f ^ ^ 9gt tgt gCt g " agC aca * at tec ttg aga etg 1304 
He Tyr Gly Asp Gin Gly Cys Ala Val Ser Thr Asp Ser Leu Arg Leu 

410 415 420 

gaa cag cec tgg ttt gat gga.agc agg cga act gat tgaaaatagg gc i 352 
Glu Gin Pro Trp Phe Asp Gly Ser Arg Arg Thr Asp . 
425 . 430 

<210> 23 

<211> 434 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 23 



Met Pre Ser Leu Phe Arg Ala Lys Arg Asn Gly Arg Arg Thr Pro Gly 

5 10 15 

Asn Ala Val Thr Asn Phe Gly Lys Ser Glu Phe His Arg Glu He Ser 

20 25 30 

Gly ser Thr Arg Ala Thr Thr Gin Val Ala Glu Ala Thr Thr Ala Gly 

35 40 45 

W Arg Glu Thr He Glu Asp Arg Ala He He Asp Gly His Ser His 

50 55 go 

Ser Phe Glu Gly He Gin Ser Glu Glu Glu Leu Met Gin Val He Glu 

70 7 5 80 

Lys Glu val Glu Ser Gly Arg Leu Pro Lys Arg Ala Gly Ala Gly Met 



Val Glu Leu Tyr Arg Asn Tyr Arg Asp Ala Val Val Ser Ser Gly Val 



100 



105 



110 



Glu Asn Ala Met Asp He Val Val Lys Val Met Ser Thr Val Leu Asp 
• 115 * 



120 



125 



Arg He Leu Leu Gin Phe Glu Glu Pro Phe Thr Phe Gly Ser His His 

130 135 140 

Lys Arg Met Val Glu Pro Tyr- Asp Tyr Tyr Thr Phe Gly Gin Asn fyr 

155 i gn 

Val Arg Pro Leu Leu Asp Phe Arg Asn Ser Tyr Leu Gly Asn Leu Lys 



165 170 



175 

He Phe Asp Gin He Glu Lys. Asn Leu Lys Glu Gly His. Asn Val He 



180 185 



190 

Phe Leu ser Asn His Gin Thr Glu Ala Asp Pro Ala Val Met Ala Leu 

193 2 00 205 

Leu Leu Glu His Ser His Pro Tyr Leu Ala Glu Asn Leu Thr Tyr Val 

a-, !, 215 22 <> 

Ala Gly Asp Arg Val . Val Leu Asp Pro Phe Cys Lys Pro Phe Ser Met 
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225 230 . 235 240 

Gly Arg Asn Leu Leu Cys Val Tyr Ser Lys Lys His lie His Asp Val 

245 250 255 

Pro Asp Leu Ala Glu Met Lys lie Lys Ala Asn Ala Lys Thr Leu Arg 

260 265 • 270 

Gin Met Thr lie Leu Leu Arg Gin Gly Gly Gin Leu Leu Trp Val Ala 

275 280 285 

Pro Ser Gly Gly Arg Asp Arg Pro Asp Pro Glu Thr Asn Glu Trp Val 

290 295 300 

Pro Ala His Phe Asp Ser Ser Ala Val Glu Asn Met Lys Arg Leu Ser 
305 310 315 . 320 

Asp lie Val Arg Val Pro Ala His Leu His Ala Leu Ser Leu Leu Cys 

325 33 0 33s 

Phe Glu lie Met Pro Pro Pro Val Gin Val Gin Lys Glu Leu Gly Glu 

340 345 350 

Arg Arg Ala Val Gly Phe Ser Gly Val Gly Leu Ala Val Ser Glu Gin 

355 3 6 o 365 

Leu Asp Tyr Asp Ser lie Ala Lys Leu Val Asp Asp Ser Lys Asn Ala 

370 375 380 

Lys Asp Ala Phe Ser Asp Ala Ala Trp Ser Glu Val Asn Asp Met Tyr 
385 390 395 * 400 

Asn Val Leu Lys Glu Ala lie Tyr Gly Asp Gin Gly Cys Ala Val Ser 

405 4io 4X5 

Thr Asp Ser Leu Arg Leu Glu Gin Pro Trp Phe Asp Gly Ser Arg Arg 
420 42S 430 

Thr Asp 



<210> 24 

<211> 444 
<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (444) 

<223> GPAT/LPAAT 

<400> 24 

atg ate egg att ttc aga ggg caa cca tct gtg gtt cat gtg cac gtg 48 

Met lie Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val 

1 5 iO 15 

agg egg gtccct atg tct gat ctg ect gag gga gec aac gcg att tct 96 

Arg Arg Val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser • 

20 25 30 

aaa tgg tgt cac gat gec ttt cac ate aag gac gat egg ctg gag cag 144 
Lys Trp Cys His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin 
35 .40 45 
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lit nT ^ ^ ^ ttfc g9g ** 930 tt3 tat att «t att gaa 
H lS Glu Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr lie Pro He Glu 



60 



egg cca ctt aaa cct ctt att att gtg ate tec tgg gee ate aet ttg 
Arg Pro Leu Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu 
65 70 75 



ctg get gca gca tgg tgg ttt eta aga cga gtt tta tec act tgg aaa 
Leu Ala. Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys" 

85 90 95 

gga ate gee tgg gtg gca gga ^ ctc 

Gly He Ala Trp Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu C^s Val 



100 



105 



110 



US 120 



125 



get aag aag gee aat eaa aaa eag geg get tet gtt get cac etc gge . 
Ala Lys Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly 



130 



100 105 



Gin He Leu Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala 

120 . 125 

Ala Lys Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly 



130 n c 

135 14Q 



Lys Thr Asp 
145 



192 



240 



288 



336 



cag att tta gtg atg teg tea caa teg gaa aga agt tea gat cct gca 384 
Gin lie Leu Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Sa 



432 



aaa acg gac tga 

Lys Thr Asp 444 
145 

<210> 25 

<211> 147 . • 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 25 

Met He Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val 

5 10 15 

Arg Arg Val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser 

20 25 3q 

Lys Trp Cys His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin 

40 45 
Has Glu Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu 
m 50 55 -60 

Arg Pro Leu Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu 

65 70 . _ ?5 _. 

Leu Ala Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys 

85 90 95 

Gly He Ala Trp Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val 
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<210> 26 

<211> 1710 " 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (246) (1394) 

<223 > GPAT/LPAAT 

<400> 26 



S!" 0 ^" tttCtCtttt tc SrtST«=tgct ccagccgata ttcatgaect gcccgggcag 
gtcacattgc gtgttggcca tgtcctggtt gcagctctcg tgaccctcac gctcgcgagc 
ctccaS gtCtt=t9CC tctt ^"gc tcttgcttgc tttctgagga acagcccclg 
aJZl T* agCataa33t c ^aggga gagagagaga gggggagaga agtaagcttg 
gagtc atg gag ggc ggg ggc tec ata ate get ctt cct etg ggg ctt at! 
Met Glu Gly Gly Gly Ser He He Ala Leu Pro Leu Sly Leu Met 
5 10 15 

ttt IT ^ ttC Ctt atC aat atC Ct * ca * ct * <=tg teg gtg 
Phe Leu Phe Ser Gly Phe Phe He Asn He Leu Gin Leu Leu Ser VaT 

20 25 3 0 

rT S C tt9 CC9 Ctt tC3 S " agg gcg tac c * a St* gtg aat atg 
Leu Phe He Leu Pro Phe Ser Arg Arg Ala Tyr Arg Val Val Asn Met 

35 40 45 

att atg atg gag gtg etg tgg teg gag ctt ata tgg etg etg gat tgg 
He Met Met Glu Val Leu Trp Ser Glu Leu He Trp Leu Le! Asp Tr| 

50 55 60 . 

tgg gog aat gtg aag gtg aag gtt tac aeg cca aag gag teg tga ga<x 
Trp Ala Asn Val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys 111 ser j£ Su 

65 ' ™ 75 

cac tta gga aag gag cac gca tta etc att tgt aat cae ege agt gae 
His Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu He Cys Asn His Arg Ser Asp 

85 90 95 

ata gat tgg etc gta gga tgg att att gee cag aga ttg ggg tgt eta 
Xle Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Sy ^ s £u 

100 105 110 ' 

_.ggt..ggg_a C t-.ega-gct-gtt-atg aag aag tec aec" aaa fftf ctt ecg-gtc~ " 

Gly Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro Val 
115 120 125 

III IT I 39 = Ct tgg tCa 9ag tat gtg tfct tta ^ aga 9at 
He Gly Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg Asp 

130 135 140 

II IT r a ^ ^ ^ ^ " g aag aat gfft tat tca agt ctt aag 
Trp Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu Lys 

145 150 155 

ggc ttc ecc agg aec ttg tgg gtg get ett ttt gtg gaa ggc act ega 

Gly Phe Pro Arg. Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu lly Thr Arg 



60 
120 
180 
240 
290 



338 



386 



434 



482 



530 



578 



626 



674 



722 



770 
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ISO igc 

155 170 
ttt acg aag gcc aaa ctt gag gct gcc caa aaa 
Phe Thr Lys Ala Lys Leu Glu Ala Ala Gin Lys 

1*° 185 
ggg eta cgt gtt cca agg cat gtg ctt gtt cct 
Gly Leu Arg Val Pro Arg His Val Leu Val Pro 

195 200 
gtt teg get gtg gag aac ttg cgt gaa ttt gtt 
Val Ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val 
210 215 
. atg acc gtt get ata tct aaa gag ctg ccc aat 
Met Thr Val Ala He Ser Lys Glu Leu Pro Asn 

225 230 
att ttc aga ggg caa cca tct gtg gtt cat gtg 
He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val 
240 245 250 

ect atg tct gat ctg .cct gag gga gcc aac gcg 
Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala 

260 265 
cac gat gcc ttt cac ate' aag gac gat egg ctg 
His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu 

275 280 
gag aat acg ttt ggg gag gac ttg tat att cct 
Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro 

290 295 
aaa cct ctt att att gtg ate tec tgg gcc ate 
Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He 
305 310 

gca tgg tgg ttt eta aga cga gtt tta tec' act 
Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr 
320 

325 330 
tgg gtg gca gga gta etc gtg gtc gtc atg ctg 
Trp val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leii 

340 345 
gtg atg teg tea caa teg gaa aga agt tea gat 
Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp 

355 360 
gcc aat caa aaa cag gcg get tct gtt gct cac 
Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His 

370 ■ 375 

tgagaacttt tgctttaacg caatccaaga ettaggegtg 
cattcaggca ctccagatgt gtcaagaaat tttagttact 
accttgtagt ccacctaatt tccttgaacg attaagagca 
tttggtttct tgatagtatc tggtaccttc ttcttcaagc 
cattcctttt tttaagatgt attgettetc gttcgagggt 
ttgaaagcac taattc " 

<210> 27 



ttt gca 
Phe Ala 

cgc aca 
Arg Thr 

ccg gta 
Pro val 
220 
cct aca 
Pro Thr 
235 

cac gtg 
His Val 

att tct 
He Ser 

gag cag 
Glu Gin 



att gaa 
He Glu 
300 
act ttg 
Thr Leu 
315 

tgg aaa 
Trp Lys 

tgt gtc 
Cys Val 

cct gca 
Pro Ala 

etc ggc 
Leu Gly 
380 
ctagtctcag 
etagecaaga 
geggecatta 
attgtgtatt 
aggtcatttc 



• 175 
gcg gat aca 
Ala Asp Thr 

190 
aaa ggg ttc 
Lys Gly Phe 
205 

gtt tat gac 
Val Tyr Asp 

atg ate egg 
Met He Arg 

aga egg gtc 
Arg Arg Val 
255 

aaa tgg tgt 
Lys Trp cys 

270 
cac gaa aaa 
His Glu Lys 
285 

egg cca ctt 
Arg Pro Leu 

ctg get gca 
Leu Ala Ala 



gga ate gcc 
Gly He Ala 
335 

cag att tta 
Gin He Leu 

350 
get aag aag 
Ala Lys Lys 
365 

aaa acg gac 
Lys Thr Asp 



ttacaattag 
attgtttgac 
gatgattcga 
ccgcttcagc 
tgatctaatt 



818 



866 



914 



962 



1010 



1058 



1106 



1154 



1202 



1250 



1298 



1346 



1394 



1454 
1514 
1574 
1634 
1694 
1710 
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<211> 383 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 27 

Met Glu Gly Gly Gly Ser He He Ala Leu Pro Leu Gly Leu Met Phe 

Leu Phe Ser Gly Phe Phe He Asn He Leu Gin Leu Leu Ser Val Leu 

20 25 30 

Phe He Leu Pro Phe Ser Arg Arg Ala Tyr Arg Val Val Asn Met He 

35 40 45 

Met Met Glu Val Leu Trp Ser Glu Leu He Trp Leu Leu Asp Trp Trp 

50 55 60 

Ala Asn val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys Glu Ser Trp Glu His 

70 '5 80 

Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu He Cys Asn His Arg Ser Asp He 

85 90 95 

Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Gly Cys Leu Gly 

100 105 ll0 

Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro Val He 

m • 120 125 

Gly Trp ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg Asp Trp 

130 "5 140 P 19 

Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu Lys Gly 
43 150 155 16 o 

Phe Pro Arg . Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr Arg Phe 

165 170 175 

Thr Lys Ala Lys Leu Glu Ala Ala Gin Lys Phe Ala Ala Asp Thr Gly ' 

180 185 19Q 

Leu Arg Val Pro Arg His Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly Phe Val 

195 200 205 

Ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val Pro Val Val Tyr Asp Met 

210 215 . 220 

Thr Val Ala He Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met He Arg He 
225 230 235 24 o 

Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val Arg Arg Val Pro 

245 250 255 

Metjerjvsp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp Cys His 

260 - - • 265 - 270" 

Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu Lys Glu 

275 280 285 

Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu Arg Pro Leu Lys 

290 2 95. 300 

Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala Ala Ala 

310 315 ■ 320 

Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys Gly He Ala Trp 



325 330 



335 

Val Ala Gly Val Leu Val Val val Met Leu Cys Val Gin He Leu Val 
340 345 35Q 
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Met ser Ser Gin Ser Glu Arg ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys Lys Ala 

355 365 
Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly Lys Thr Asp 
370 375 380 

<210> 28 

<211> 628 

<212> DNA 

<213> Cryptocodinium cohnii ■ 
<220> 

<221> CDS 

<222> (3).. (578) 

<223> DAGAT 

<400> 28 

" 111 ? g T 9C<= 9 ° g SCt gCt t3t gca a * c acg gat 

Asp Asp Trp lie Ala Ala Leu Ala Thr Ala Cys Ala Ser Thr Asp 

ggg gtt acg gac gto gac age ctg aag coc'tca gca agt gca gtt^cc 
Gly val Thr Asp Val Asp Ser Leu Lys Pro Ser Ala Ser Ala lH Pro 



20 



25 



30 



T* T C Mg gtC agt gag Cta tc * «:g cgc aag 

His Gly Pro Pro Lys Ala Lys Val Ser Glu Leu Ser Ala Le! A^g Lys 



40 45 



65 70 



75 



47 



95 



143 



gtg cac aat cga aac egg acc age gtt ttg acc aac gag gac gga ggc „, 
Val Hxs Asn Arg Asn Arg Thr Ser Val Leu Thr Asn Glu Lp lly Sy 
° 55 '60 

ill T t9C ** 335 at<= aaC CtC att act gtg 

He Pro Glu cys Asn Val Val Gly He val Asn Leu Cys Val Thr Tel 



239 



m! 9 f? r tt9 ^ ^ C3C CtC att tat aoc «tc egg aag cac 28 7 

Met Val Leu He His Leu Arg Leu He Tyr Glu Ser He Jg Lys Ss 

85 90 95 ' 

ggt gtt ttg ttg gac acc ttc egg gtg geg gee cac acc gca etc aacx 335 
Gly val Leu Leu Asp Thr Phe Arg Val Ala Ala His Thr Ala Leu lyl 

100 105 110 

cca ggt -aac- ttc- cag tgt -acg-ctt tgf ttc ttc get ttgccg-gtc cta 383 
Pro Gly Asn Phe Gin Cys Thr Leu Cys Phe Phe Ala Leu Pro Val Leu 

115 120 12S 

gee ate ttg gcg ace ttc att gag gtc ttg gcg age aag gga cag ttg 431 
Ala He Leu Ala Thr Phe He Glu Val Leu Ala Ser Lys lly Gin ill 

130 "5 14Q 

ggg ate teg ctt ege gag cac cet gca tgc egg get ttg tac aat ctg 479 
Gly lie ser Leu Arg Glu His Pro Ala Cys Arg Ala Leu Tyr Asn Leu 

cet tac eat ece tgt cct ggt cat cca cea ctt III g gc aac tee tct 527 
Pro Tyr His Pro Cys Pro Gly His Pro Pro Leu Ser lly Asn Ser Ser 
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160 165 170 17S 

cgt ggg age etc get get gat tge tge gae eae tet ctt ett gaa agt 575 

Arg Gly Ser Leu Val Ala Asp Cys Cys Asp His Ser Leu Leu Slu Ser 

180 ' 183 190 

tgg tgagettege ccaegtgaat tggetetegg egaeagtgga aggegatgga 628 



<210> 29 

<211> 192 
<212> PRT 



<213> Cryptocodinium cohnii 
<400> 29 



Asp Asp Trp He Ala Ala Leu Ala Thr Ala Cys Ala Ser Thr Asp Gly 

5 10 15 

Val Thr Asp val Asp Ser Leu Lys Pro Ser Ala Ser Ala Val Pro His 

20 25 30 

Gly Pro Pro Lys Ala Lys Val Ser Glu Leu Ser Ala Leu Arg Lys Val 

35 40 45 

His Asn Arg Asn Arg Thr Ser Val Leu Thr Asn Glu Asp Gly Gly He 

50 55 60. 

Pro Glu Cys Asn Val Val Gly He Val Asn Leu Cys Val Thr Val Met 

70 75 80 

Val Leu He His Leu Arg Leu He Tyr Glu Ser He Arg Lys His Gly 

85 90 95 

Val Leu Leu Asp Thr Phe Arg Val Ala Ala His Thr Ala Leu Lys Pro 

100 105 110 

Gly Asn Phe Gin Cys Thr Leu Cys Phe Phe Ala Leu Pro Val Leu Ala 

115 120 125 

He Leu Ala Thr Phe He Glu Val Leu Ala Ser Lys Gly Gin Leu Gly 

135 140 



lie ser Leu Arg Glu His Pro Ala Cys Arg Ala Leu Tyr Asn Leu Pro 

150 "5 1S0 

Tyr His Pro Cys Pro Gly His Pro Pro Leu Ser Gly Asn Ser Ser Arg 

165 170 175 

Gly Ser Leu Val Ala Asp Cys Cys Asp His Ser Leu Leu Glu Ser Trr> 
180 185 190 

<210> 30 

<211> 1272 
<212> DNA 

<213> Cryptocodinium cohnii ' 

<220> 
<221> CDS 
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<222> (164) .. (1120) 
<223> DAGAT 



<400> 30 



ZcS^ atggaCtgaa ^agtagaaa gccgtagcca ttttggctca agctccagtg 
aacagtcgcg ccctgactgc agaggggtgc ggcacaaacc ctcagataca cacacat^cc 
gtgagtttat agattcttgt ctcgcgctct tcttgtgcaa gcg atg get gg^ aag 

Met Ala Gly Lys 

tgg atg ctg" etc agt ggt ggt g Ca gca get gca gcg ttg gcg ctt eta 
Trp Met Leu L eu Ser Gly Gly Ala Ala Ala Ala Ala Leu £a Leu Let 



60 
120 
175 



ctg 223 



15 20 
gag ggc acc cag ctt cga gcg teg aca teg gca cgc gec caa ata ^ a 
slu dy Thr sin Muteg Ma ser ^ .J ^ ^ 2 * *« ^ 

25 30 35 

S f? ! C9 CtC CCa aC ^ tac ctc 9»t gga age gag 31 . 

Leu Val Ser Leu Ala Ala Tyr Leu Pro Thr Tyr Leu Asp Sy sir Su 

45 50 
tac egg get gec bet cga cga age gag cga gec tea egg gtc ctg cga 367 
Tyr Arg Ala Ala Pro Arg Arg Ser Glu Arg Ala Ser Jg Val Le! Arg 

55 60 65 

eag ttg tac aaa gtc atg gta aat tgg ttc tte aca ate aaa egg cea 41S 
Gin Leu Tyr Lys Val Met Val Asn Trp Phe Phe Thr lie Lys aS Pro 
«. . 75 80 

Val Tit r7 IT ^ ^ Ctg aCa gCt tgt * ac ca * tgc ate ttg 
Val He Glu Ala Ser Glu Glu Leu Thr Ala Cys Asp Gin Cys He Leu 

90 o = 

100 

gcg gtc cat ooc cat gga gta cct tct etc gac cat ttc etc „™ „■-.. 
*la val HI, Pro His S l y val Pro s « Mn Lp His £ 2 £ *° 



190 



195 

aaa cac agg aag ggc ttt gtc aag tac gec ttg agg cat ggc att ccg 
Lys Has Arg Lys Gly Phe Val Lys Tyr Ala Leu Arg His lly Tit Zl 

200 2 °5 210 

ttg gta cct gtg tat tgc ttc ggc gag aac caa ctt ttt tgg cag tec 



271 



ttg 463 



511 



559 



— _ US 

Tit IT ^ P* ga<= ttg ^ C9g ccc ca * ttg egg aga 

He Ala Tyr Asp Pro Asp Leu Glu Arg val Leu Pro Gin Leu Arg aS 

125 130 
agt gee ttg agt gca ggt gtc ctg ttc aag att ccc att ctg cgc gag S0 7 
Ser Ala Leu Ser Ala Gly val Leu Phe Lys He Pro He Leu Arg Glu 

140 145 
gtc ctt ctg tgg act ggc tgt gtc gae get ggc ggg aag acc gtg gac 655 
Val Leu Leu Trp Thr_GlyCys Val Asp Ala Gly Gly Lys Thr Val 2p 
„ _ 155 " " ~ " "160 ~ - 

tct tgc ttg aag get ggt etc age ctt tct gtt gtg ccc ggc ggc gaa 
Ser Cys Leu Lys Ala Gly Leu Ser Leu Ser Val Va! Pro £y H y 

175 IRQ 

ege gag caa ctt etc gca cag cga ggg aac aag gaa ate etc gtg eta 
Arg Glu Gin Leu Leu Ala Gin Arg Gly Asn Lys Glu He Leu v2 Leu 
185 



703 



751 



799 
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Leu Val Pro Val Tyr Cys Phe Gly Glu Asn Gin 

215 220 
tec ttc etc ttc aag gtt cgc agt tgg ctg egg 
Ser Phe Leu Phe Lys Val Arg Ser Trp Leu Arg 

230 235. 
gcg etc gtg ttg ccc tac gga ggc tgc tgc aat 
Ala Leu Val Leu Pro Tyr Gly Gly Cys Cys Asn 
245 250 255 

ttc teg gag ccg gtg cag etc gtc gtc gga get 
Phe Ser Glu Pro Val Gin Leu Val Val Gly Ala 

265 270 
aag ate gaa gag ccg age gga gtg gaa ata gee 
Lys lie Glu Glu Pro Ser Gly Val Glu lie Ala 

280 285 
tac atg gag tgt ttg gaa gee ttg ttc aag egg 
Tyr Met Glu Cys Leu Glu Ala Leu Phe Lys Arg 

295 300 
gga tat cct gaa ttg gaa etc gag ttc ate tga 
Gly Tyr Pro Glu Leu Glu Leu Glu Phe lie 

31 ° 315 
tctcacagtc ctccgctctg agccccactc attgtagtta 
cgaccacagg agttaccgtc aaagacggtt gctccttgct 
aaaaaaaaaa aa 

<210> 31 

<211> 318 

<212> PRT 

<213> Cryptocodinium cohnii 

<400> 31 



Leu Phe Trp Gin Ser 
225 

cgc act ctg gga gtg 895 
Arg Thr Leu Gly Val 
240 

ctg cct ggt gtg cce 943 
Leu Pro Gly Val Pro 
260 

ccc ttg aag ctt ccg 991 
Pro Leu Lys Leu Pro 
275 

aag tgg cac get egg 1039 
Lys Trp His Ala Arg 
290 

cac cga gtt gaa get 1087 
His' Arg Val Glu Ala 
305 

aggtttcaag tttacatgtg 1140 



ctcttctatg tgtgcaacgt. 1200 
gcttcgagag aaaaaaaaaa 1260 

1272 



Met Ala Gly Lys Trp Met Leu Leu Ser Gly Gly Ala 

Leu Ala Leu Leu Glu Gly Thr Gin Leu Arg Ala Ser 

20 25 
Ala Arg He Leu Leu Val Ser Leu Ala Ala Tyr Leu 

Asp Gly ser Glu Tyr Arg Ala Ala Pro Arg Arg Ser 

-~- - -50 55 - ~ 60 - 

Arg Val Leu Arg Gin Leu Tyr Lys Val Met Val Asn 
65 70 75 

He Lys Arg Pro Val He Glu Ala' Ser Glu Glu Leu 

8S 90 
Gin Cys lie Leu Ala Val His Pro His Gly Val Pro 

100 105 
Leu Leu Thr Val He Ala Tyr Asp Pro Asp Leu Glu 
"5 120 

Gin Leu Arg Arg Ser Ala Leu Ser Ala Gly Val Leu 

130 noc 

135 140 



Ala Ala 

Thr Ser 

30 
Pro Thr 
45 

Glu Arg 

Trp Phe 

Thr Ala 

Ser Leu 
110 
Arg Val 
125 

Phe Lys 



Ala Ala 
15 

Ala Arg 

Tyr Leu 

Ala Ser 

Phe Thr 

80 
Cys Asp 
95 

Asp His 
Leu Pro 
He Pro 
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He Leu Arg Glu Val Leu Leu Trp Thr Gly Cys Val Asp Ala Gly Gly 

145 "0 155 16 ; 

Lys Thr Val Asp Ser Cys Leu Lys Ala Gly Leu Ser Leu Ser Val Val 

iSS 170 175 

Pro Gly Gly Glu Arg Glu Gin Leu Leu Ala Gin Arg Gly Asn Lys Glu 

180 185 190 

He Leu Val Leu Lys His Arg Lys Gly Phe Vai Lys Tyr Ala Leu Arg 

195 200 20S 

His Gly He Pro Leu Val Pro Val Tyr Cys Phe Gly Glu Asn Gin Leu 

210 215 220 

Phe Trp. Gin Ser Ser Phe Leu Phe Lys Val Arg Ser Trp Leu Arg Arq 
225 23 ° 235 240 

Thr Leu Gly Val Ala Leu Val Leu Pro Tyr Gly Gly Cys Cys Asn Leu 

245 250 255 

Pro Gly Val Pro Phe Ser Glu Pro Val Gin Leu Val Val Gly Ala Pro 

260 265 270 

Leu Lys Leu Pro Lys He Glu Glu Pro Ser Gly Val Glu He Ala Lys 
■ x 275 280 285 

\Trp Hxs Ala Arg Tyr Met Glu Cys Leu Glu Ala Leu Phe Lys Arg His 
290 295 3Q0 

Arg Val Glu Ala Gly Tyr Pro Glu Leu Glu Leu Glu Phe He 
305 310 3is 

<210> 32 

<211> 448 
<212> DNA 

<213> Cryptocodinium oohnii 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (426) 

<223> DAGAT. 

<400> 32 

ate aag atg gtg cog ttt ttg aag aac gtg ctg ggg etc ttt ggg ctg 48 
He Lys Met Val Pro Phe Leu Lys Asn Val Leu Gly Leu Phe Gly Leu 

5 10 . 

* JL?. a = ?f*^?f aa 5 ° a ?_^?_E^f 9 tc £53_cga ttg aag cgc cca ggt 96 
lie Asp Ala Ser Lys Gin Val Leu Val Lys Arg~ Leu'~Ly7 Arg~Pro~Gly 

20 25 30 

ggt tec ctg gtg att tac ate gga ggg atg gtg gag etc ttc atg tec 144 
Gly Ser Leu Val He Tyr He Gly Gly Met Val Glu Leu Phe Met Ser 

35 40 4S 

age ccc aag cag gaa gtc gtc ttc ttg aag aag agg aag ggt ttt ate 
Ser Pro Lys Gin Glu Val Val Phe Leu Lys Lys Arg Lys Gly Phe He 

50 55 so 

ega etc get ctg age aca ggt gee gat gtc gtg ccg ate tac ttg ttc 
Arg Leu Ala Leu Ser Thr Gly Ala Asp Val Val Pro He Tyr Leu Phe 
55 70 75 80 



192 



240 
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lit TJ, T !!° 3CC g<=t 9gC CCt Ct * * CC tct 288 

Gly Asn Thr Thr Val Leu Ser Val Leu Thr Ala Gly Pro Leu Ala Ser 

85 go 9S 

ctg age cgtgcc gec ggg gtg tea gtg acc att ttt tgg gga cgc ttc 336 

Leu ser Arg Ala Ala Gly Val Ser Val Thr lie Phe lly Zl It 

100 105 110 

lit t" 9 V 8 ^ Ct ° tat 3CC c ^ 384 

Gly Leu Pro Met Pro Tyr Pro Val Lys Leu Thr Tyr Ala Arg Gly Arg 

115 120 12S 

ccc ate ggt etc cct cat ate gaa ate eta cag atg aga cat 426 
Pro He Gly Leu Pro His He Glu He Leu Gin Met Arg His 

130 135 140 

tgaccgttgg catgacgtgt ac 

<210> 33 

<211> 142 
<212> PRT 

<213> Cryptocodinium cohnii 
<400> 33 

He Lys Met Val Pro Phe Leu Lys Asn Val Leu Gly Leu Phe Gly Leu 
1 5 . 10 is 

He Asp Ala Ser Lys Gin Val Leu Val Lys Arg Leu Lys Arg Pro Gly 

20 25 30 

Gly ser Leu Val He Tyr He . Gly Gly Met Val Glu Leu Phe Met Ser 

35 40 45 

Ser Pro Lys Gin Glu Val Val Phe Leu Lys Lys Arg Lys Gly Phe He 

50 55 go 

Arg Leu Ala Leu Ser Thr Gly Ala Asp- Val Val Pro He Tyr Leu Phe 

" 70 75 80 

Gly Asn Thr Thr Val Leu Ser Val Leu Thr Ala Gly Pro Leu Ala Ser 

85 go . 95 

Leu ser Arg Ala Ala Gly Val Ser Val Thr He Phe Trp Gly Arg Phe 

100 105 110 

Gly Leu Pro Met Pro Tyr Pro Val Lys Leu Thr Tyr Ala Arg Gly Arg 
H5 120 125 

- P . r 9 Jl?. Gly .Leu Pro His_.He_Glu He Leu Gin Met Arg His 
130 135 140 

<210> 34 

<211> 1757 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 
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<222> (76) . . (1578) 
<223> LCAT 

<400> 34 

ggcgcgccag aggacgagac aagggggact tgtgagaatc ttcgagcttc aacctgtcaa 60 
gcttcggtct ccacc atg tgt tea att tct tgt gga tec act ccg cag caa 111 
Met Cys Ser lie Ser Cys Gly Ser Thr Pro Gin Gin 
1 5 10 

etc tgt cat tac agg aag age ggg gag ctg att aca aga aag agt cgc 159 
Leu Cys His Tyr Arg Lys Ser Gly Glu Leu lie Thr Arg Lys Ser Arg 

15 20 25 

gca get att egg tgg tgg agg tat ggc caa caa tgc aag gtg ctg ttg 207 
Ala Ala lie Arg Trp Trp Arg Tyr Gly Gin Gin Cys Lys Val Leu Leu 

30 35 40 

ccg ttg gat ttg att cga tea teg tct caa ttc ttc ate gta gtt etc '255 
Pro Leu Asp Leu lie Arg Ser Ser Ser Gin Phe Phe lie Val Val Leu 
45- 50 55 60 

act ctg acg etc ttc ctg ttc acc acg tgt gga get gtg cat act gcg 303 
Thr Leu Thr Leu Phe Leu Phe Thr Thr Cys Gly Ala Val His Thr Ala 

65 70 75 

gca caa gac aga tea ttc gca aca ttg age caa aga tea aga gcg tct 351 
Ala Gin Asp Arg Ser Phe Ala Thr Leu Ser Gin Arg Ser Arg Ala Ser 

80 85 90 

etc ttc agt gtg gga egg gca caa gca agg aac aaa cac cat ttg gcg 399 
Leu Phe Ser Val Gly Arg Ala Gin Ala Arg Asn Lys His His Leu Ala 

95 100 105 

ccg gtg gtc ata .gtt cca ggc acc ggc ggg aat caa eta gag gee agg 447 • 

Pro Val Val lie Val Pro Gly Thr Gly Gly Asn Gin Leu Glu Ala Arg 

110 115 120 

ttg aca get gat tac gag get aac aag cca tgg tgc tac age ttc aga 495 
Leu Thr Ala Asp Tyr Glu Ala Asn Lys Pro Trp Cys Tyr Ser Phe Arg 
125 130 135 140 

aaa gat tac ttc agg ttg tgg ctg gat gtg aaa aca ctg ttt cca cct 543 
Lys Asp Tyr- Phe Arg Leu Trp Leu Asp Val Lys Thr Leu Phe Pro Pro 

145 150 155 

ttc acg acg tgt ttc gee gac cgc ctg age ttg gac tac aac ccg cag 591 
Phe Thr Thr Cys Phe Ala Asp Arg Leu Ser Leu Asp Tyr Asn Pro Gin 

~ ~ . *" . 160 - - - r ' -165 • 170 

tec gat gee tat age aac ate aag ggc gtg aag acg egg gta ccg ttt 639 
Ser Asp Ala Tyr Ser Asn lie Lys Gly Val Lys Thr Arg Val Pro Phe 

175 180 185 

ttt ggt act acc gaa gga atg gag tac ctg gat ccc tea etc aaa ttc 687 
Phe Gly Thr Thr Glu Gly Met Glu Tyr Leu Asp Pro Ser Leu Lys Phe 

190 195 200 

ttg aca. ggc tac atg ata cac ttg gtg aac gca tta aaa get cat ggt 735 
Leu Thr Gly Tyr Met lie His Leu Val Asn Ala Leu Lys Ala His Gly 
205 210 215 220 

tac gag aac gga aag tea tta tac gga get cca tac gac ttt egg ttc 783 
Tyr Glu Asn Gly Lys Ser Leu Tyr Gly Ala Pro Tyr Asp Phe Arg Phe 
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gca ccg ggg 
Ala Pro Gly 

ctg aaa gat 
Leu Lys Asp 
255 

gtg gtc ate 
Val Val He 

270 
ctg aac cag 
Leu Asn Gin 
285 

gtg tct gta 
Val Ser Val 

ttc gca tec 
Phe Ala Ser 

gtg cgc gaa 
Val Arg Glu 
335 

gtg egg cgc 
Val Arg Arg 

350 
aac tac aca 
Asn Tyr Thr 
365 

cct gaa ggg 
Pro Glu Gly 

att eta caa 
He Leu Gin 



225 

cca cat gca tec 
Pro His Ala Ser 
240 

etc ata" gaa ace 
Leu He Glu Thr 



get acc 
Ala Thr 
305 
ggc ' aat 
Gly Asn 
320 

gag cag 
Glu Gin 



43 

230 235 
aac gta get eta gag tac ctg aaa gac 
Asn Val Ala Leu Glu Tyr Leu Lys Asp 

245 250 
gcg tac tea gta aat gee aac gag ccg 
Ala Tyr Ser Val Asn Ala Asn Glu Pro 
260 ■ 265 
etc get cac age atg ggc ggg ttg tgg act etc ttc ttc 
Leu Ala His Ser Met Gly Gly Leu Trp Thr Leu Phe Phe 

275 280 
caa tec atg gag tgg agg aac aaa tac gtt tec cgc ttt 
Gin Ser Met Glu Trp Arg Asn Lys Tyr Val Ser Arg Phe 
290 295 300 

ccg tgg gga ggg gcg gtc gaa cag atg atg acc 
Pro Trp Gly Gly Ala Val Glu Gin Met Met Thr 

310 315 
ccg gag gga gtt ccc ttt gtg aac tec ctg gtc 
Pro Glu Gly Val Pro Phe Val Asn Ser Leu Val 

. - 325 330 
egg cgc tea gag tct aac ttg tgg ctg ctg cca 
Arg Arg Ser Glu Ser Asn Leu Trp Leu Leu Pro 
340 345 
ttc aga gac cga cca ttg gta att acc teg teg cgc 
Phe Arg Asp Arg Pro Leu Val He Thr Ser Ser Arg 

355 360 
ggg gac atg gaa cag ttt ctg tgc gac ate . ggt ttc 
Gly Asp Met Glu Gin Phe Leu Cys Asp He Gly Phe 
370 375 380 

cca tac aaa tec egg ata ccg cac eta acg gac 
Pro Tyr Lys Ser Arg He Pro His Leu Thr Asp 

390 . 395 

caa gtc ccc gtc acc eta att cac ggc tat ggc 
Gin Val Pro Val Thr Leu He His Gly Tyr Gly 
405 410 
age tac gag aag aag gga ttc gac aac 
Ser Tyr Glu Lys Lys Gly Phe Asp Asn 
420 425 
gat ggc gac ggg acg gtg aat gtg tgc 
Asp- Gly.- Asp. Gly_ Thr_Val Asn Val Cys 
440 

gaa tgg gag cga gtc gca ggt cag gag 
Glu Trp Glu Arg Val Ala Gly Gin Glu 
455 460 
ggc aaa caa cat atg caa ate ttg cac 
Gly Lys Gin His Met Gin He Leu His 
470 475 
gac" gac cat tct gtg caa gtg ate gtg gac gee att etc aat gtt acc 
Asp Asp His Ser Val Gin Val He Val Asp Ala He Leu Asri Val Thr 

485 490 
cca cag gaa cag ctt atg ttc cac taa gccctaatcg taaccctaaa 



gtg ccg 
val Pro 



cat 

'His 

age 
Ser 
445 
ttg 
Leu 



ccc 
Pro* 
430 
ttg 
Leu 

gaa 
Glu 



acg 
Thr 
415 
gaa 
Glu 

acc 
Thr 

atg 
Met 



tgc 
Cys 

get 
Ala 

gtc 
Val 

cct 
Pro 
400 
gcg 
Ala 



gcg 
Ala 
385 
cct 
Pro 



gag aca eta 
Glu Thr Leu 



ate aca gaa ggt 

1-le-Thr-Gl-u- Gly- 
435 

gcg gtg gtt gag 
Ala Val Val Glu 
450 

att gcg ctg cat 
He Ala Leu His 
465 

tct gtg caa gtg 
Ser Val Gin Val 
480 

cag ctt atg ttc 



831 



879 



927 



975 



1023. 



1071 



1119 



1167 



1215 



1263 



1311 



1359 



1407 



1455 



1503 



1551 



1598 
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Pro Gin Glu Gin Leu Met Phe His 
495 500 
cctagctcca atcctcacag gatcaggcca cattctcctt gaaaaacagc ataaggtcga 1658 
ttctccgcag cctctcttcc attccacctc cccctttgta tctctctcca ttcaattgta 1718 
caattgtttt tttattcaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 1757 

<210> 35 ' 

<211> 500 
<212> PRT 

<213> Physcomitfella patens 
<400> 35 

Met Cys Ser lie Ser Cys Gly Ser Thr Pro Gin Gin Leu Cys His Tyr 

1-5 10 15 

Arg Lys Ser Gly Glu Leu lie Thr Arg Lys Ser Arg Ala Ala lie Arg 

20 25 .30 

Trp Trp Arg Tyr Gly Gin Gin Cys Lys Val Leu Leu Pro Leu Asp Leu 

35 40 45 

He Arg Ser Ser Ser Gin Phe Phe He Val Val Leu Thr Leu Thr Leu 

50 55 60 

Phe Leu Phe Thr Thr Cys Gly Ala Val His Thr Ala Ala Gin Asp Arg 
65 70 75 80 

Ser Phe Ala Thr Leu Ser Gin Arg Ser Arg Ala Ser Leu Phe Ser Val 

85 90 95 

Gly Arg Ala Gin Ala Arg Asn Lys His His Leu Ala Pro Val Val He 

100 105 110 

Val Pro Gly Thr Gly Gly Asn Gin Leu Glu Ala Arg Leu Thr Ala Asp 

• 115 120 125 

Tyr Glu Ala Asn Lys Pro Trp Cys Tyr Ser Phe Arg Lys Asp Tyr Phe 

130 135 140 

Arg- Leu Trp Leu Asp Val Lys Thr Leu Phe Pro Pro Phe Thr Thr Cys 
145 150 155 160 

Phe Ala Asp Arg Leu Ser Leu Asp Tyr Asn Pro Gin Ser Asp Ala Tyr 

165 170 ' 175 

Ser Asn He Lys Gly Val Lys Thr Arg Val Pro Phe Phe Gly Thr Thr 
- 180 185 190 

~ Giu ~Gly Met TSlu Tyr'TCeu" Asp" Pro' Ser * Leu- Lys Phe Leu -Thr Gly Tyr 
195 200 205 

Met He His Leu Val Asn Ala Leu Lys Ala His Gly Tyr Glu Asn Gly 

210 215 220 

Lys Ser Leu Tyr Gly Ala Pro Tyr Asp Phe Arg Phe Ala Pro Gly Pro 
225 230 235 240 

His Ala Ser Asn Val Ala Leu Glu Tyr Leu Lys Asp Leu Lys Asp Leu • 

245 250 255 

He Glu Thr Ala Tyr Ser Val Asn Ala Asn Glu Pro Val Val He Leu 

260 265 270 

Ala His Ser Met Gly Gly Leu Trp Thr Leu Phe Phe Leu Asn Gin Gin 
275 280 285 
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Ser Met Glu Trp Arg Asn Lys Tyr Val Ser Arg Phe Val Ser Val Ala 

290 295 300 

Thr Pro Trp Gly Gly Ala Val Glu Gin Met Met Thr Phe Ala Ser Gly 
305 310 315 320 

Asn Pro Glu Gly Val Pro Phe Val Asn Ser Leu Val Val Arg Glu Glu 

325 330 335 

Gin Arg Arg Ser Glu Ser Asn Leu Trp Leu Leu Pro Val Arg Arg Cys 

340 345 350 

Phe Arg Asp Arg Pro Leu Val lie Thr Ser Ser Arg Asn Tyr Thr Ala 

355 360 365 

Gly Asp Met Glu Gin Phe Leu Cys Asp lie Gly Phe Pro Glu Gly Val 

370 375 . 380 

Ala Pro Tyr Lys Ser Arg lie Pro His Leu Thr Asp lie Leu Gin Pro 
385 390 395 400 

Pro Gin Val Pro Val Thr Leu lie His Gly Tyr Gly Val Pro Thr Ala 

405 410 415 

Glu Thr Leu Ser Tyr Glu Lys Lys Gly Phe Asp Asn His Pro Glu lie 

420 425 430 

Thr Glu Gly Asp Gly Asp Gly Thr Val Asn Val Cys Ser Leu Thr Ala 

435 440 445 

Val Val Glu Glu Trp Glu Arg Val Ala Gly Gin Glu Leu Glu Met lie 

450 455 460 

Ala Leu His Gly Lys Gin His Met Gin lie Leu &is Asp Asp His Ser 
465 470 475 480 

Val Gin Val lie Val Asp Ala He Leu Asn Val Thr Pro Gin Glu Gin 
485 490 495 

Leu Met Phe His 
500 



<210> 36 

<211> 1893 

<212> DNA 

<213> Fusarium. graminaeum 



<220> 

<221> CDS 
<222> (1)..(1893) 
_<223> _..LCAT_ . _ 

<400> 36 



atg gga aag tec 
Met Gly Lys Ser 
1 

aac gat age gec 
Asn Asp Ser Ala 
20 

get gag ccg ace 
Ala Glu Pro Thr 



act tta cga cgc 
Thr Leu Arg Arg 
5 

gac get gac gac 
Asp Ala Asp Asp 

aca cac gtt cga 
Thr His Val Arg 



egg aat ggc caa 
Arg Asn Gly Gin 
10 

act ccg aga gaa 
Thr Pro Arg Glu 
25 

gtt gtt caa cac 
Val Val Gin His 



gat gcg aca aat 
Asp Ala Thr Asn 
15 

gaa age cca acg 
Glu Ser Pro Thr 
30 

gee gtg ccc aga 
Ala Val Pro Arg 
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35 40 . .45 

acc cga aaa cgc cgc aac acc ttc gtc ttc ttc ctt ggt agt ttg ttt 192 
Thr Arg Lys Arg Arg Asn Thr Phe Val Phe Phe Leu Gly Ser Leu Plie 

.50 55 60 

gga att ata gcc gcc gga ttt ttc get tec age aat gat ctt att gac 240 
Gly He He Ala Ala Gly Phe Phe Ala Ser Ser Asn Asp Leu He Asp 
65 70 75 80 

etc ccc gag ttt acc gac ttg teg atg gat aac ttg atg gat gtt ctg 288 
Leu Pro Glu Phe Thr Asp Leu Ser Met Asp Asn Leu Met Asp Val Leu 

85 90 95 

cct gcc ggc ttg ata aag gac atg cgc gac ctt gtt cag ggc gag egg 336 
Pro Ala Gly Leu He Lys Asp Met Arg Asp Leu Val Gin Gly Glu Arg 

100 105 110 

gac att gcc gaa teg tac gag cca ttc tct gtt ggc gaa aag get cga* 384 
Asp He Ala Glu Ser Tyr Glu Pro Phe Ser Val Gly Glu Lys Ala Arg 

115 ' 120 125 

tec gag ggt eta gga gtt cac cat cct atg ate atg ata cct ggt gtt 432 
Ser Glu Gly Leu Gly Val His His Pro Met He Met He Pro Gly Val 

130 135 140 

ate tea act gga etc gaa teg tgg ggt acg get aat. ate teg aaa ccc 480 
He Ser Thr Gly Leu Glu Ser Trp Gly Thr Ala Asn He Ser Lys Pro 
145 150 155 160 

tac ttt aga aaa cga ctt tgg ggt agt tgg aca atg atg aga get ctg 528 
Tyr Phe Arg Lys Arg Leu Trp Gly Ser Trp Thr Met Met Arg Ala Leu 

165 170 175 

gtt atg gac aag gag gtt tgg aag aag cac gtc atg etc gac aag agg 576 
Val Met Asp Lys Glu Val Trp Lys Lys His Val Met Leu Asp Lys Arg 

180 185 190 

acg ggc ctt gac ccg cct gac gta aag ttg agg get gcc caa ggg ttc 624 
Thr Gly Leu Asp Pro Pro Asp Val Lys Leu Arg Ala Ala Gin Gly Phe 

195 200 205 

gat gcg acc gat ttc ttc ate acg gga tat tgg ate tgg age aaa ate 
Asp Ala Thr Asp Phe Phe He Thr Gly Tyr Trp lie Trp Ser Lys He 

210 215 220 

ttt gag aat etc gca tec ate ggc tac gac cca acg aac teg ttc acg 
Phe Glu Asn Leu Ala Ser lie Gly Tyr Asp Pro Thr Asn Ser Phe Thr 
225 230 235 240 

get get tac gat tgg cgc ttg teg tat ccc aac ctt gag gta egg gac 
~ Ala "Ala Tyr Asp "Trp" *Arg -Leu -Ser Tyr -Pro Asn Leu -Glu Val Arg Asp 
245 250 255 

cgc tac ttc act egg eta aag teg cat ate gaa ate gcg gtg gcc act 
Arg Tyr Phe Thr Arg Leu Lys Ser His He Glu He Ala Val Ala Thr 

260 265 270 

gag gac aaa aaa gtc gtc etc gca tea cac agt atg ggg age caa gtc 864 
Glu Asp Lys Lys Val Val Leu Ala Ser His Ser Met Gly Ser Gin Val 

275 280 285 

ctt tac tat ttt etc cac tgg gtg cag tea gaa aga ggc gga cgc ggt 912 
Leu Tyr Tyr Phe Leu His Trp Val Gin Ser Glu Arg Gly Gly Arg Gly 

290 295 300 * 

ggg ccg gat tgg gtt gag cgt cac att gac gcc tgg ate aac ate age 960 



672 



720 



768 



816 
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Gly Pro Asp Trp Val Glu Arg His lie Asp Ala Trp He Asn He Ser 

305 310 315 320 

gga tgc atg ctt gga gca gtc aag gat ttg acc get gtg etc tec ggc 1008 

Gly Cys Met Leu Gly Ala Val Lys Asp Leu Thr Ala Val Leu Ser Gly 

325 330 335 

gag atg cgc gac aca get caa ctg aac ccg ttc get att tac ggc ctg 1056 

Glu Met Arg Asp Thr Ala Gin Leu Asn Pro'Phe Ala He Tyr Gly Leu 

340 345 350 

gaa aag ttc ttg agt aaa gag gag aga gee gag ate ttt cgc ggc atg 1104 

Glu Lys Phe Leu Ser Lys Glu Glu Arg Ala Glu He Phe Arg Gly Met 

355 360 365 

ccc ggg ata tec tec atg ttg ccc ate ggc ggc aac tct gta tgg ggt 1152 

Pro Gly He Ser Ser Met Leu Pro He Gly Gly Asn Ser Val Txp Gly 

370 375 380 

aac ttg acc tgg get cca gac gac ttg cca ggc cag aac cgt tea tat 1200 

Asn Leu Thr Trp Ala Pro Asp Asp Leu Pro Gly Gin Asn Arg Ser Tyr 

385 390 395 400 

gga tct etc ttg aac ttt agg gtc ggt teg aac tgg aca act cct gat 1248 

Gly Ser Leu Leu Asn Phe Arg Val Gly Ser Asn Trp Thr Thr Pro Asp 

405 410 415 

cgt aac ttt acc gtc gag gaa ggt gtg tec tat ttg ctt aac aca acg 1296 

Arg Asn Phe Thr Val Glu Glu Gly Val Ser Tyr Leu Leu Asn Thr Thr' 

420 425 430 

gag gac. tgg tat caa gac cag ate aag ggc agt tat tct egg ggc att 1344 

Glu Asp Trp Tyr Gin Asp Gin He Lys Gly Ser Tyr Ser Arg Gly He 

435 440 445 

get cat tec ata gat gag gtc gaa gee aat gag aat gac ccc aag aag 1392 

Ala His Ser He Asp Glu Val Glu Ala Asn Glu Asn Asp Pro Lys Lys 

450 455 460 

tgg ate aat cct etc gag acg cga ttg cca ctt get cct age etc aag 1440 

Trp He Asn Pro Leu Glu Thr Arg Leu Pro Leu Ala Pro Ser Leu Lys 

465 470 475 480 

ate tac tgc ttt tat ggt gtt gga aaa ccg acc gag cga ggg tac ttc 1488 

He Tyr Cys Phe Tyr Gly Val Gly Lys Pro Thr Glu Arg Gly Tyr Phe 

485 490 495 

tat aag cca ccg gat cag cca tea ttg acc aac etc aac ate aca ata 1536 
Tyr Lys Pro Pro Asp Gin Pro Ser Leu Thr Asn Leu Asn He Thr He 

500 505 510 

gat acg ggc tat acc gaa gga gac gtg gat cat ggc gtt gtc atg ggc 1584 

Asp Thr Gly Tyr Thr Glu Gly Asp Val Asp His Gly Val Val Met Gly 

515 520 525 

gag gga gat ggt acc gtg aac etc etc agt aca ggc tac atg tgt aat 1632 
Glu Gly Asp Gly Thr Val Asn Leu Leu Ser Thr Gly Tyr Met Cys Asn 

530 535 540 

cat ggc tgg aat atg aaa cgc tac aac cca gca ggc gtc aag gtt aca 1680 
His Gly Trp Asn Met Lys Arg Tyr Asn Pro Ala Gly Val Lys Val Thr 

545 550 555 560 

gtt gtc gag atg cct cac gag ccg gac cgc ttc aat cct cga gga ggg 1728 

Val Val Glu Met Pro His Glu Pro Asp Arg Phe Asn Pro Arg Gly Gly 

565 570 575 
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oct cgc acg gcc gac cac gtt gac ate ttg ggg cga tac aac eta s ^ 
Pro - g Thr ^ ^ His val ^ Ile ^ J- J g ^ aac ctg aac 

580 585 
gag ttg ctg tta cga gta gcg age ggc aaa ggt gac acg att acg aac 
Glu Leu eu Leu Arg val Ala Ser Gly Lys Gly Asp ^ Ile £ ™ 

soo 

S£ «f T C ^ ^ ^ gCa tCC "W * fct att tac 

Iii Lys Glu *** ^ a ser **» Val «• 

615 620 
gat gat gag gag act tea tag 

Asp Asp Glu Glu Thr Ser 1893 
"5 630 





<210> 37 

<211> 630 
<212> PRT 

<213> Fusarium graminaeum 
<400> 37 

Met Gly Lys Ser Thr Leu Arg Arg Arg Asn Gly Gin Asp Ala Thr Asn 

5 10 15 

Asn Asp ser Ala Asp Ala Asp Asp Thr Pro Arg Glu Glu Ser Pro Thr 

20 25 
Ala Glu Pro Thr Thr His Val Arg Val Val Gin His Ala Val Pro Arg 

Thr Arg Lys Arg Arg Asn Thr Phe Val Phe Phe Leu Gly ser Leu Phe 

60 

Gly He lie Ala Ala Gly Phe Phe Ala Ser Ser Asn Asp Leu lie Asp 

Leu Pro Glu Phe Thr Asp Leu Ser Met Asp Asn Leu Met Asp Val IL 

Pro Ala Gly Leu Ile Lys Asp Met Arg Asp Leu Val Gin Gly Glu Arg 

.105 11Q 
Asp lie Ala Glu Ser Tyr Glu Pro Phe Ser Val Gly Glu Lys Ala Arg 
115 120 



125 

Ser Glu Gly Leu Gly Val His His Pro Met He Met He Pro Gly Val 

135 -j^Q 
.lie Ser Thr Gly Leu Glu Ser Trp Gly Thr Ala Asn He Ser Lys Pro 

150 155 
Tyr Phe Arg Lys Arg Leu Trp Gly Ser Trp Thr Met Met Arg Ala Leu 

^•65 170 
val Met Asp Lys Glu Val Trp Lys Lys His Val Met Leu Asp Lys Arg 

185 19Q 
Thr Gly Leu Asp Pro Pro Asp Val Lys Leu Arg Ala Ala Gin Gly Phe 

200 205 
Asp Ala Thr Asp Phe Phe Ile Thr Gly Tyr Trp lie Trp Ser Lys lie 

215 220 
Phe Glu Asn Leu Ala Ser He Gly Tyr Asp Pro Thr' Asn Ser Phe Thr 



1776 
1824 
1872 
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225 230 23S 240 

. Ala Ala Tyr Asp Trp Arg Leu Ser Tyr Pro Asn Leu Qlu Val Arg Asp 

245 250 2S5 

Arg Tyr Phe Thr Arg Leu Lys Ser His He Glu He Ala Val Ala Thr 

260 265 270 

Glu Asp Lys Lys Val Val Leu Ala Ser His Ser Met Gly Ser Gin Val 



27 S 280 



285 

Leu Tyr Tyr Phe Leu His Trp Val Gin Ser Glu Arg Gly Gly Arg Gly 
m 290 295 300 

Gly Pro Asp Trp Val Glu Arg His He Asp Ala Trp He Asn He Ser 

310 315 3,0 

Gly cys Met Leu Gly Ala Val Lys Asp Leu Thr Ala Val Leu Ser Gly 

325 330 335 

Glu Met Arg Asp Thr Ala Gin Leu Asn Pro Phe Ala He Tyr Gly Leu 
340 345 35Q 

Glu Lys Phe Leu Ser Lys Glu Glu Arg Ala Glu He Phe Arg Gly Met 

355 360 36S 

Pro Gly He Ser Ser Met Leu Pro He Gly Gly Asn Ser Val Trp Gly 

375 3 8 o 
Asn Leu Thr Trp Ala Pro Asp Asp Leu Pro Gly Gin Asn Arg Ser Tyr 

390 ' 395 / 0Q 

Gly Ser Leu Leu Asn Phe Arg Val Gly Ser Asn Trp Thr Thr Pro Asp 



405 410 



400 

415 



Arg Asn Phe Thr Val Glu Glu Gly Val Ser Tyr Leu Leu Asn Thr Thr 

420 425 .430 

Glu Asp Trp Tyr Gin Asp Gin He Lys Gly Ser Tyr Ser Arg Gly He 

435 440 445 

Ala His ser He Asp Glu Val Glu Ala Asn Glu Asn Asp Pro Lys Lys 

, f 455 460 

Trp He Asn Pro Leu Glu Thr Arg Leu Pro Leu Ala Pro Ser Leu Lys 

!f 470 475 480 

He Tyr Cys Phe Tyr Gly Val Gly Lys Pro Thr Glu Arg Gly Tyr Phe 



485 490 



495 

Tyr Lys Pro Pro Asp Gin Pro Ser Leu Thr Asn Leu Asn He Thr He 



500 sos 
Asp Thr Gly Tyr Thr Glu Gly Asp Val Asp His Gly Val Val Met Gly 

SIS 520 525 

Glu Gly Asp Gly Thr Val Asn Leu Leu Ser Thr Gly Tyr Met Cys Asn 

530 535 540 

H^s Gly Trp Asn Met Lys Arg Tyr Asn Pro Ala Gly Val Lys Val Thr 

550 555 sso 

Val val Glu Met Pro His Glu Pro Asp Arg Phe Asn Pro Arg Gly Gly 

565 570 57 * 

Pro Arg Thr Ala Asp His Val Asp He Leu Gly Arg Tyr Asn Leu Asn 

585 590 
Glu Leu Leu Leu Arg Val Ala Ser Gly Lys Gly Asp Thr lie Thr Asn 

595 goo 605 

Tyr Val Val Ser Asn He Lys Glu Tyr Ala Ser Arg Val Lys He Tyr 

610 515 620 

Asp Asp Glu Glu Thr Ser 
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625 

<210> 38 



63 0 



<211> 849 

<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegaiis 
<220> 

<221> CDS . . 

<222> (1)..<849) 

<223 > Acyl -CoA : Lysophospholipid-Acyltransf erase 

<400> 38 



atg gag 
Met Glu 
1 

ttc att 
Phe lie 

teg ttt 
Ser Phe 

aca atg 
Thr Met 

50 
cac teg 
His Ser 
65 

tat gga 
Tyr Gly 

aat cat 
Asn His 

aag aat 
Lys Asn 



aac 
Asn 

tta 
Leu 

tat 

Tyr 

35 

ate 

lie 



ttc tgg 
Phe Trp 
5 

tat aac 
Tyr Asn 
20 

tac ttc 
Tyr Phe 

cct tct 
Pro Ser 



ttt ttc tat 
Phe Phe Tyr 



ttc 
Phe 

aac 
Asn 
145 
aag 
Lys 



aat 
Asn 
130 
cgt 
Arg 

aac 
Asn 



tat 
Tyr 

cag 
Gin 

tgt 
Cys 
115 
etc 
Leu 



gaa 
Glu 

agt 
Ser 
100 
gtt 
Val 



aaa 

Lys 

85 

tct 

Ser 

gta 
Val 



gga gec 
Gly Ala 



cgt gaa 
Arg Glu 



gaa cgt gcg 
Glu Arg Ala 

aga aat ctt 
Arg Asn Leu 
165 

gga ggg ttc 
Gly Gly Phe 



teg ate 
Ser lie- 

ata teg 
lie Ser 

aca att 
Thr lie 

tgg eta 
Trp Leu 

55' 

tgg tgt 
Trp Cys 
70 

aca caa 
Thr Gin 

etc gac 
Leu Asp 

atg atg 
Met Met 

tac ttt 
Tyr Phe 
13 5 
atg get 
Met Ala 
150 

aaa ctt 
Lys Leu 

att cca 
lie Pro 



gtc 
Val 

aca 
Thr 

tta 

Leu 

40' 

aat 

Asn 



gtg ttt 
Val Phe 

10 
gta tgc 
Val Cys 
25 

ttg cat 
Leu His 

ggg aag 
Gly Lys 



aaa tgg act 
Lys Trp Thr 



gtt 
Val 

att 
lie 

aaa 
Lys 
120 
tec 
Ser 



gaa ggt 
Glu Gly 

90 
eta teg 
Leu Ser 
105 

cga att 
Arg He 

aac aca 
Asn Thr 



tea gtt gat 
Ser Val Asp 

tgg gta ttt 
Trp Val Phe 
170 

•ttc aag aaa 
Phe Lys Lys 



ttt 
Phe 

cac 
His 

gga 
Gly 

ggt 
Gly 

ggt 

Gly 

75 

ccg 

Pro 

atg 
Met 

ctt 
Leu 

ate 
He 

tat 
Tyr 
155 
ccg 
Pro 

gga 

Gly 



eta etc tea 
Leu Leu Ser 



tac tat 
Tyr Tyr 

atg gaa 
Met Glu 

45 
get gat 
Ala Asp 
60 

gtt cat 
Val His 



atg 

Met 

30 

gtt 

Val 

tac 
Tyr 

aca 
Thr 



get gta gtt 
Ala Val Val 



gca 
Ala 

gee 
Ala 

ttc 
Phe 
140 
tgt 
Cys 



tea ate 
Ser He 
110 
tat gtt 
Tyr Val 
125 

ate gat 
He Asp 

gca tct 
Ala Ser 



att etc 
He Leu 
15 

egg att 
Arg lie 

tgt gtt 
Cys Val 

gtg ttt 
Val Phe 

aca gtc 
Thr Val 

80 
att tgt 
He Cys 
95 

tgg ccg 
Trp Pro 

cca ttc 
Pro Phe 

cga tat 
Arg Tyr 



gaa gga aca 
Glu Gly Thr 

gca ttc aat 
Ala Phe Asn 



gaa 
Glu 

aga 
Arg 
175 
att 
He 



atg 
Met 
160 
aat 
Asn 

gca 
Ala 
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180 



185 



gtt cgt gcg cag att ccc'att att cca off m-= <-*■ ^ 

- ^ £ Gla Ile pro lle Ila - « S S £ £ £ 6 . 

205 

£ S° ^ ^ " C tat ttC aa * «*t gat gga gaa att 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Glv Ar-a- iw t>v^ t « 99 3 gtt 

210 y ~* Arg Ph e Lys Asn Asp Gly Glu Val 



215 220 



gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca aca aaa ggg etc act «* t m + 
Val He Arg Val Leu Asp Ala Ile Pro Thr Lyg « £ £ £ £ 



235 



gac gtc age gag ttg tct gat atg tgt egg gac gtt ata tta B ™ !!° 
Asp Val ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg' Lp £ 2 £ £ £ 



245 



250 



tat aag gaa gtt act eta gaa get cag III cga aat gca aca ca! «*- 
Tyr Lys Glu val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn 2 £ 2g 2g 



2S0 265 



155 



L ys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val P he j£ Glu Gly ^ ^ ^ 



165 



170 



672 



720 



768 



816 



270 

gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct gag taa 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 849 
275 280 

<210> 39 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> CaenorhabcLitis elegans 
<400> 39 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

20 25 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu 111 cys Val 

40 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

„. -55 60 ■ 

His Ser Phe Phe Tyr Trp cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

Tyr Gly Tyr Glu Lys 11 Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val n e cys 

Asn His Gin ser Ser Leu Asp He Leu ser Met Ala Ser He Trp Pro 

105 

Lys Asn cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr vll Pro Phe 

120 125 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 
* 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 



175 
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Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

"5 ion 
Val Arg Ala Gin He Pro Xle He Pro Val Val Pne Ser As^! Tyr Arg 

200 205 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Pne Lys Asn Asp Gly Glu Val 

215 220 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 

230 235 
Asp val ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp val Met Leu Ala Hi 

245 250 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Tnr Arg Arg 

260 occ 



265 270 





Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 

275 . 280 
<210> 40 

<211> 849 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (849) 

<223> Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltran S ferase 
<400> 40 

atg gag aac ttc tgg tea ate crtc rn-rr *. ^ 

Met Glu Asn Phe f se^ He S S j£ 2 Leu 2 £ £ £ 

Pne S x tta ^ ^ t<=g 9ta ^ C Cac ta <= ^t atg egg att 
Pne He Leu Tyr Asn Xle Ser Tnr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg S 

"2 s: £ £ £ s s r r g cat gga atg gaa ^ ^ ^ 

ryr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 



40 45 

Tnr Met Til ^ 9gg aag * ct 9*t tao gtg ttt 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

55 60 

His C ser Phe It 2! S ^ "* ^ aCt ^ cat -a gtc 

His ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly val His Thr Thr Jal 

7 ^ 75 
tat gga tat gaa aaa aca caa gtt aaa aat rcn - 8 ° 

«, * «- Lys „ ola ? al s ~ s s s «s s s 

Asn His Ol! r T Cta tCg atg * Ca tca ate tgg eeg 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He £ Pr o 

105 110 
aag aat tgt gtt gta at* atg aaa cga att ctt goo tat «. „™ „ 
Asn cys vax m Met Mat , ys «g Ile _ £ £ £ ~ £ 
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115 120 us 

ttc aat etc gga goc tac ttt tec aac aca ate ttc ate gat ega tat 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr xie Phe Xle Lp 2g £ 



130 -toe 

135 140 



aac cgt gaa egt geg atg get tea gtt gat tat tgt gca tet gaa ata 
Asn Arg Glu ^ ^ Met Ala ser val ^ ^ £ ^ gaa atg 



"5 1S0 



170 



cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag aaa gga gca ttc aat III acs 
Arg Glu Gly Gly Phe Xle Pro Phe Lys Lys Sy Ala pL Asn lie Ala 



180 



185 



,*-4- ^ " 190 

gtt cgt gcg cag att ccc att att cca att- rr+-= . 

- ^ ^ «. Ile ^ ». Ile - s £ S s« S * 21 . 



200 



205 



gat ttc tac tea aag cca q-ac caa t-at- =^ 

tm- ™_ 3 H9C c a a tat ttc aag aat gat aaa aaa crtt 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Glv Arrr t»,~ _ 3 aga gaa grt 

2io ^ LyS G1 y Glu Val 

215 



220 



gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca aca aaa ggg etc act ctt 
val Xle Arg val Leu Asp Ala xie Pro Thr Lys Ty Leu S Leu Lp 



235 



gac gtc age gag ttg tet gat atg tgt egg gac att ata 2 *° 

«P « *«r «u ^ ser «p 4 £ 5S 2 2! S S 

250 255 
tat aag gaa gtt act eta gaa tret caa r.„* » «. 

* ^ - vaj fc ^ E La 2 S * - S S S S 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tet gag taa 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 849 
27 5 280 

<210> 41 

<211> 282 

<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 

<400> 41 



Met Glu Asn Phe Trp Ser Xle Val Val Phe Phe Leu Leu Ser lie Leu 

Phe Xle Leu Tyr Asn lie Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg xle 

20 25 
ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

40 

Thr Met Xle Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

SO 

His ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 



70 7S 

75 80 



432 



480 



aag aac aga aat ctt aaa ctt tgq gta tet lit 160 

^ Leu , ys ^ 4 s E Z r* S 5 £ S Z 528 

1 65 



576 



egg 624 



672 



720 



768 



816 
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Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 9S 

Asn Hxs Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 105 110 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

120 125 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

135 140 




Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 

150 15 5 isn 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp . Val Ser Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 
Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn III Ala 

180 185 190 

val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

5 200 205 

Asp Phe Tyr ,Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

215 220 
Val He Arg val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 

230 235 94n 

Asp val ser Glu Leu Ser Asp Met: Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 



245 250 



240 

2S5 

270 




Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu • 
275 280 

<210> 42 

<211> 849 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(849) 

<223> Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransf erase 
<400> 42 

atg gag aac ttc tgg teg ate gtc gtg ttt ttt eta etc tea att etc 
Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

ttc att tta tat aae ata teg aea gta ^ge cae tac tat gtg egg att 
Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Val Arg He 

teg ttt tat tac ttc aea att tta ttg cat gga atg gaa att tat att 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Sly Met £u Val £s Val 



40 45 
aca atg ate cet tet tgg eta aat gag aag ggt get gat tac gtg ttt 
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Thr Met lie Pro Ser Trp Leu Asa Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 
50 55 6Q 

His til T IT ^ ^ ^ tgg aCt ** «t aca aca gtc 
His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

.70 72 
tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa ggt ccg get gta gtt att tat 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pr o Ala Val Val lie £s 

95 



8 5 90 



lit T a " ° ta tC9 at ° * ca tea ate tgg eeg 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He TrJ Pro 



105 



110 



170 



cgt gaa gga ggg ttc att eca ttc aag aaa gga gca ttc aat III an, 
Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Ty Ala III £ £ E 



18 ° 185 



190 



gtt cgt geg eag att eec att att eca gtt gta tte tea gae tat caa 
Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp £ Z g 



200 



205 



gat ttc tac tea aag eca ggc cga tat ttc aag aat gat aaa aaa att 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro.Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Sp % £u £ 
210 215 



220 



Val He f J x tg ^ ° Ca ^ — *W etc act ett gat 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 



235 



C D fi C c gC ^ ^ atg tgt C39 ^ ** atg ttg gca gee 

Val SSr G1U Leu Ser ^t cys Arg Asp Val Met Leu Ala £a 



24 5 250 



tat aag gaa gtt act eta gaa get eag eaa cga aat geg aca III eat 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn £ Tur 2g Arg 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gae ggg aag aaa tct gag taa 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu ■ 849 



275 280 



<210> 43 



240 



288 



ccg 336 



384 



aag aat tgt gtt gta atg atg aaa cga att ctt gee tat gtt eca tte 
Lys Asn cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val £ £ 

120 125 
tte aat etc gga gee tac ttt tee aae aca ate tte ate gat cga tat 432 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Sg-Tyr 

135 140 
aac cgt gaa egt geg atg get tea gtt gat tat tgt gca tct aaa ate 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 

150 1S 5 160 

aag aac aga aat ett aaa ctt tgg gta ttt ccg gaa gga aca aaa alt 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Oly Tnr" 2g £ 
165 



480 



528 



576 



egg 624 



672 



720 



768 



<211> 282 
<212> PRT 



BASF Plant Science GmbH 



20030823 



PF 54966 DE 



56 

<213> Caenorhabditis elegans 
<400> 43 

Met Glu Asn Phe Trp ser lie Val Val Phe Phe Leu Leu Ser lie Leu 

15 10 15 

Phe lie Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Val Arg lie 

20 25 3 0 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr lie Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met lie Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 go 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val lie Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp lie Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 105 110 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

US 120 X25 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

"0 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 

i4S 150 - ice 

t » S 1 £ 0 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 • 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 24 J 

Asp val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 



<210> 44 

<211> 849 

<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 



<22u> 
<221> 



CDS 
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<222> (1)..(849) 

<223> Acyl-CoA^ysophospholipid-Acyltransferase 
<400> 44 

2 = z 2 5 2 2 2 2 22 2 2 - = 2 

10 

= 2 = J 2 2 2 2 2 5 2 - - - 5 s 
= 2 J £ = = £ 2 £ 2 5 2 2 2 * 2 
===2222222522222 . 

60 

2 2 2 2 2 5 5 ^ 5 2 5 2 = = = 2 

5 5 2222 = - = s 2 2 2 2 2 £ 

90 

2 2 = 5 £ 2 2 2 2 2 2 - = = J = 

==552222222222222 
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 222 

140 

aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt gat tat tot <- , 

« te9 «. Ma ^ Ma ser 2 L„ 2 2 2 2 2 2 

155 

aag aac aga aat ett aaa ctt tgg eta ttt ~= 160 

^ to _ Lys „ « 2 2 2 2 2 2 2 2 

170 

cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag aaa aaa ^ *«. 1?S 

«. Gly ^ Ph . n . ^ phe j - 2 2 2 2 2 2 

gtt cgt gcg cag att ccc att att cca gtt gta tta *™ 

~ «. OX, XX. ,ro xxe XX. „ 2 2 2 2 2 2 2 

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 T = - « 

210 ^J-y Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

220 

2 2 2 S 2 2 2 2 2 2 2 2T otc acc ~ - 

225 23 o ° Xnr Lys G1 y Thr Leu Asp 
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gae gte age gag ttg tct gat atg tgt egg gae gtt atg ttg gea gee 
Val Ser G1U Leu Ser cys Arg Asp Val Me^ Leu £a Sa 



245 250 



. to 255 

tat aag gaa gtt aet eta gaa get cag eaa ega aat gcg aea egg cgt 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn 111 Thr Arg Ta 
260 2fit r 3 3 

265 270 
gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct gag taa 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 . 280 

<210> 45 

<211> ' 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 
<400> 45 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Tnr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

2 0 25 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val cys Val 

40 45 
Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

55 60 
His ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

70 75 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val lie . Cys 

85 -90 q 5 

Asn His Gin Gly Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 



"5 no 



Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

120 . . 125 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

135 140 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 

150 155 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg A^n 

165 170 17<; 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

80 18 S 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

95 2 °0 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

215 220 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 



235 



Asp Val ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp" Val Met Leu Ala Ma 



768 



816 



849 



245 2 *o 255 
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Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 2S5 27Q 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 



<210> 


46 


<211> 


1578 


<212> 


DNA ' 


<213> 


Physcomitrella patens 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) - . (1578) 


<223> 


Delta - 6 -Desaturase 


<400> 


46 



m C ! IT 9 ° 3 59C 593 Ctt Cag Cag ggc tct ctc 9** gaa aac 
Met val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 



10 15 



ate gac gtc gag cac att gec agt atg tct ctc ttc age gac ttc ttc 
lie Asp val Glu His He Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 



20 25 



agt tat gtg tct tea act gtt ggt teg tgg age gta cac ata caa 
Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser He Gin 



35 40 



100 105 



110 



cac aac aag cca age gat tgc tgg att gtt gta aaa aac aag gtg tat 
His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp He Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 



US X 2o 



125 



« 939 Cat COC gga gga tca a " agt 

Asp val ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser 

130 , 135 140 

J? 1 " t ! t " a Cga 9aC ggC aCa gat gtt ttc tct ttt cat gca 

Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe ser Ser Phe His Ala 

150 1S5 160 

get tct aca tgg aaa att ctt caa gac ttt tac att ggt gac gtg gag 
Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu 



48 



96 



144 



192 



240 



cct ttg aag cgc ctg acg agt aag aag cgt gtt teg gaa age get gec 
Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 

£? T T T gCt g " Cag aga aa * tc * «9t aec cag gga 
Val Gin cys He Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 

S . 70 75 80 y 

act gcg gag gca. etc gca gaa tca gtc gtg aag ccc acg aga cga agg 288 
Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 

85 90 95 

tea tct cag tgg aag aag teg aca cac ccc eta tca gaa gta gca gta 
Ser ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 



336 



384 



432 



480 



528 
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165 170 



175 

agg gtg gag ccg act cca gag ctg ctg aaa gat ttc cga gaa ata aaa 
Arg val Glu Pro Thr Glu Leu Leu Lys Lp Phe Jg £ Met Arg" 

180 185 190 

get ctt ttc ctg agg gag caa ctt ttc aaa agt teg aaa ttg tac tat 
Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gln Leu Phe Lys fi£r J Lys £ £ £ 

195 200 205 

gtt atg aag ctg etc acg aat gtt get att ttt get gcg age att aca 
val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala ser £ £ 

210 215 220 

ata ata tgt tgg age aag act att tea gcg gtt ttg get tea get tgt 
lie lie Cys Trp Ser Lys Thr lie Ser Ala Val Leu Ala Ser £a £ 

*J5 24 0 

Me! m2 !T T CtS ^ " C ^ ° ag tg ° gga tgg cta tcc «t gat ttt 
Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Lp Phe 

245 2 50 2S5 

etc cac aat cag gtg ttt gag aea egc tgg ctt aat gaa gtt gtc ggg 
Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

tat gtg ate ggc aac gee gtt ctg ggg ttt agt aca ggg tgg tgg aag 
Tyr val lie Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Tr^ ^ "s 

275 280 285 

gag aag cat aac ctt cat cat get get cca aat gaa tgc gat caci act 
Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu c^s Sp gS Tnr 

290 295 300 

tac caa cca att gat gaa gat att gat act etc cec etc att gee tgg 
Tyr Gin Pro He Asp Glu Asp lie Asp Thr Leu Pro Leu lie III j£ 

^^"^ 315 320 

age aag gac ata ctg gee aea gtt gag aat aag aca ttc ttg cga ate 
ser Lys Asp lie Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg" n 
325 330 335 



etc caa tac cag cat ctg ttc tte atg ggt ctg tta ttt ttc gee cert 
Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ila S 
340 3 



345 



350 



It I" CtC tgg agC tgg a9a tat ac - c tct aea gea gtg etc 
Gly Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 



355 3S0 



365 



370 37t r 

375 380 



ttt tgg ttc gtc ggg aca gcg tgc tat ctt etc cct got tga aaa e « 
Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Ty £ 7 Tro 
-' b -■ 390 



395 



tta gta tgg atg gcg gtg act gag etc atg tec gge atg ctg cta til 
Leu val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser £y Met Leu III Z 
405 • 4X0 ~ 415 

HI T f f ^ Ca ° aat gg * atg **3 tat aat teg tct 
Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 

420 425 
aaa gaa tte gtg agt gca cag ate gta tee aea egg gat ate aaa gga 1344 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



1008 



gec cgt 1056 



1104 



Ser Pro 2 J" *** ^ ^ fctt c ~ tac X152 

Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 



1200 



1248 



1296 
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hys Glu phe val ser Ma Glu n. Val " ..^ ^ ^ 



440 445 

= = = = Z 5 2 = 5 5 = = 2- = S S 

460 

cat cat ctt ttc cca aca atg ccc agg cat aat ft- a 
His His Leu Phe Pro Thr Mel Pro 2g Ss Zn 1 T° "* *** 
465 47Q 9 HlS Leu Asa Lys He Ala 

cct aga gtg gag gtg ttc tgt aag aaa cac tit eta - 
Pro Arg val Glu Val w,o T 93 tg tac aaa STac 

Hi ^ 73 LyS Hi3 Gly Leu Val Tyr Glu Asp 

490 

s s s £ e ^ * s « r s r s ~ ^ - 

gtc gcg gag get gcg gca gag cag cat get acc a CC f" 
Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His S Tnr Ser 



525 



<210> 47 

<211> 525 . . 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 47 

*t V,l Pha Ala «y Gly My tou 01a ^ n oly ^ r ^ au ^ 

Ha Aap Val Glu His XL Ala Sar sar L8tt Pha Sar Asp £. Phe 
Sar Tyr val sar sar to val Gly 11 Trp sar val His £r Ha Glu 
Pro j« Lys „ w „■ Z Lys ^ ^ « u Mr ^ ^ 

~ 31a Cys Ha sar Ala Glu val Gin at 3 to £ Sar Thr Ola Gly 

Thr Ala Glu Ma hsu Ala Glu Sar Val val £s pro Thr Aro Aro Ar g 

• 90 

sar sar Gla Trp x.ys hys sar Thr His pro Leu Sar Glu val aL val 
Sia Aaa Lya Pro sar Asp Cys Trp Ila Val val Lys Asa Lys" val Tyr 
Asp val sar Asa Pha Ala Asp Gl" His Pro Gly Gly Sar Val Ila Sar 

140 

Thr Tyr Ph. Gly Ar 9 Asp G!y Thr Asp Val Pha Sar Sar Pha Hia Ala 

155 

Ala sar Thr Trp Lys Ha Lau Gin Asp Pha Tyr Ha Gly Asp val Glu 

170 

Aro val Glu pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Pha Ar, Giu £ Ar. 



1440 



1488 



1536 



185 190 
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Ala Leu Phe Leu Arg oiu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 . 205 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser lie Ala 

210 215 220 

lie lie Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 

230 . 235 

Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 

245 250 OSS 

Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

• 275 280 285 

Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 

290 29S 300 

Tyr Gin Pro He Asp Glu Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp 

315 320 
Ser Lys Asp He Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He 

325 330 335 

Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 

340 345 350 

Gly Ser Trp Leu -Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 

5 3 «0 365 

Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 

370 375 380 

Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro 

3 390 3 *5 400 

Leu Val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly 

405 410 415 

Phe val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 

420 425 430 

Lys Glu Phe Val ser Ala Gin He Val Ser Thr Arg Asp He Lys Gly 
435 440 445 

S! ^ *"* *** ^ ^ Gly ^ Leu As * ^ Gin He Glu 
. 50 453 460 

Hxs His Leu Phe Pro Thr Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys He Ala 

470 475 
Pro Arg Val Glu Val Phe Cys Lys Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp 

485 490 495 

Val Ser He Ala Thr Gly Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu 

500 505 . 510 

Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His Ala Thr Thr Ser 

515 5 20 525 



<210> 48 



<211> 
<212> 
<213> 



1192 
DNA 

Physcomitrella patens 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (58).. (930) 

<223> Delta-6-Eiongase 

<400> 48 



ctgcttcgtc tcatcttggg ggtgtgattc gggagtgggt taaottaata 
atg g ag gtc gtg gag aga ttc tac ggfgag t S aaT^! ** 9W * 
Met Glu Val val Glu Arg Phe Tvr 111 ^ r * 993 ** 9 gtC tCg 
i Arg Pfte Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys val Ser 

10 

cag gg C gtg aat gca tta eta am- ...... 15 

- Gly v. r ua 2 - = - » « = 2 s ^ 



25 ™ 

acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc etc *f „ 

- -r «» ^ s % ~ ^ 2 2 S S S 2 2 



40 4 e 

gtc etc ggt gtt tct gta tac tta act att ^ ^ 

Val Leu Gly" val Ser Val t 9 att gga 3 ^ ctt ttg 

5Q 7 Ser Val Tyr Leu Thr He val He Gly Gly Leu Leu 

to S r 39 T ^ ^ Ctg aaa CCg c * c teg gag eea ttt tt a 
Trp lie Lys Ala ^ , Leu Lys pro ^ ^ ^ WW oca ttt ttg 



70 75 



ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat eag get att aee t-™, '* 
-u Tyr Met Cys Val Gly xie Ala Tyr «J £ £ Sr £ 3 £ 

tct etc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa r^t- 1Z ° 

* - 2 « y to Ma ^ _ s £ « « ~ 2 « s 



=S~===~=«2=2222 



135 140 



£ £ 2 22 5 2 2 = - = s = = = = 

gtt tat cat cat tct tea att tec etc att III - 160 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser lit rf ? 9 35 3Ct att 9Ct Cat 

*er lie Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

170 

= 2 2 JJ S 2 S 2 5 2 2 2 2 2 2 2 
==5222=222222225 



200 

agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt ttt to* 1 

~ 2 - * - * 2 * 2 2 2 2 2 £ 2 



57 
• 105 



153 



201 



249 



297 



2 X 2 2 2 2 2 2 2 2 2 t3t « - * ~ 

x,eu val H ls Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 
° 3 90 



393 



441 



489 



537 



585 



633 



681 



729 



215 220 
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aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg ctg aac tta gtg cag get tac 777 
Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin La Tyr 
f S 230 235 240 

^ Tl "? ^ tg9 Ct * atC 825 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys He 

2« 250 ' 

HI lit ^ T a ^ tC9 " 9 Ctg tfct Ctt ttc mo aat ttt tac ' 873 
Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

2S0 265 27(J 

gta caa aaa tac ate aaa ccc tct gac gga aag eaa aag gga get aaa »i 
Val Gin Lys Tyr He Lys. Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys lly £ Lys 

275 280 285 

act gag tga gctgtatcaa gecatagaaa ctctattatg ttagaacctg 970 

290 



aagttggtgc tttcttatct ccacttatct tttaagcagc atcagttttg aaatgatgtg 

tgggcgtggt ctgeaagtag tcatcaatat aatcggcctg agcacttcag atggattgtt 1090 

agaacatgag taaaagcggt tattaeggtg tttattttgt accaaatcac cgcLgg^g "50 

aattgaaata tttcagattt gatcaatttc atctgaaaaa aa l 1B2 



<210> 49 

<211> 290 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 49 



Met Glu val val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser 

5 10 • 1S 

Gin Gly val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

20 25 3 0 

Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro He 



35 40 



45 



Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 
^ 50 55 60 

Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 

70 75 80 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly lie Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 110 

Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

115 12 0 125 

Leu val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

130 «S X40 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 

4S 150 . 155 . 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 
165 170 17S 



1030 
1090 
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Hi, M a Pro jj, Gly 01u Ul ^ ^ set „, ^ ^ 

~ ^ ^ ^..j,;., leu Ma Ma - ^ tog 

S« Ser Pro u. Ly3 ^ lys ^ ^ ^ ^ £ ^ ^ ^ 
«- ». «_ »« P>e Gla Phe Met Wim » ^ ^ 

235 

«*» MP Met Lys J>r aia Pro ^ Pro Gla Trp _ Ile Lys 
L- P>e Trr ^ Met n. ser ^ ,eu S _ Phe oly u ~ m 
vax 0la ^ ^ Ile Ly3 ^ « ^ ^ ^ l ^ « ^ ^ 

Thr Glu 285 
290 

.<210> 50 

<211> i4io 
<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) (1410) 

<223> Delta-5-Desaturase 

<400> 50 

= S 2 Z = 5 2 2 2 2 - = = = = z 

10 

= 2 = 2 2 £ 2 2 = = s - - = * = 
= 2 2 2 2 2 = = £ 2 2 - - «; = - 
= = = 2 2 2 2 2 2 2 2 - 2 2 2 2 

60 

5 2 2 2 C 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
= = 2 2 2 2 2 2 2 2 h 2 2 ST 2 2 
2 JS 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 = 2 2 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 
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100 105 110 

cga gaa gtc ttc aag att gtg cga cga ggo aag gat ttc ggt act ttg 384 
Arg Glu Val Phe Lys He Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

115 120 i2S 

gga tgg ttc ttc cgt gcg ttt tgc tac att gcc att ttc ttc tac ctg 432 
Gly Trp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr He Ala He Phe Phe Tyr Leu 

130 135 - • 140 

cag tac cat tgg gtc acc acg gga acc tct tgg ctg ctg gcc gtg gcc 480 
Gin Tyr His Trp Val Thr Thr Gly Thr Ser. Trp Leu Leu Ala LI lit 

" 5 150 155 160 

tac gga ate tec caa gcg atg att ggc atg aat gtc cag cac gat gcc 528 

Tyr Gly He Ser Gin Ala Met He Gly Met Asn Val Gin His Asp Ala 

iS5 170 175 

aac cac ggg gcc acc tec aag cgt ccc tgg gtc aac gac atg eta ggc 576 
Asn His Gly Ala Thr Ser Lys Arg Pro Trp Val Asn Asp Met Leu III 
180 185 19Q 

111 T I? ^ 9gt gHt tCC Sag tgg CtC «W ca * 9«-«a 624 
Leu Gly Ala Asp. Phe He Gly Gly Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu Gin 

195 200 205 

h & ! ^ IT 9Ct ^ CaC gCC ga * at * 9*t ccc gat 672 

His Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 

210 215 220 

age ttt ggt gcc gaa cca atg etc eta ttc aac gac tat cec ttg gat 720 
Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 
22 l 230 235 240 

T S To Jf T ^ ° ta Cat ^ Caa 9Ca " C ttt taC at 9 768 

His Pro Ala Arg Thr Trp Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 

245 250 255 

ccc gtc ttg get gga tac tgg ttg tec get gtc ttc aat cca caa att 816 
Pro Val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro Gin He 

260 265 270 

ctt gac etc cag caa cgc ggc gca ctt tec gtc ggt ate cgt etc gac 864 
Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

275 280 285 

aac get ttc att cac teg cga cgc aag tat gcg gtt ttc tgg egg get 912 
Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Lys Tyr Ala Val Phe Trp Arg La 

290 295 300 

gtg tac att gcg gtg aac gtg att get ccg ttt tac aca aac tec ggc 960 
Val Tyr lie Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 

310 315 32Q 

etc gaa tgg tec tgg cgt gtc ttt gga aac ate atg etc atg ggt gtg 1008 
Leu Glu Trp ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly Val 

325 330 335 

S JT 9Cg Ctg 9Cg gtC ° tg fctt " g tC * CaC aat ttC 1056 

Ala Glu Ser Leu Ala Leu Ala Val Leu Phe Ser Leu Ser His Asn Phe 

340 * 345 350 

gaa tee gcg gat cgc gat ccg acc gee cca ctg aaa aag acg gga gaa n 0 4 
Glu Ser Ala Asp Arg Asp Pro Thr Ala Pro Leu Lys Lys Thr lly Lx 

355 360 365 

cca gtc gac tgg ttc aag aca cag gtc gaa act tec tgc act tac ggt i 152 
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Pro Val As p Trp Phe Lys Thr Gin Val Glu Thr Ser Cys Thr Tyr Gly 



375 380 



IZ HI r" T ^ " C aCg gga ^ ctc aa = cag gtt gaa 

S Gly ^ P * e Thr G * «Y Asn Phe Gin Vat g!u 



390 



395 



cac eae ttg ttc cca cgc atg age age get tat eee tae att !! 
Hxs Hls Leu Phe Pro Arg Met Ser Ser Ala Tyr £ £ £ £ 



405 



410 



ccc aag gtc cgc gaa att tgc qcc aaa «^ r,~~ - 415 
- *s „ 5 01u Ile £ - " ~ - « « - ^ - 



425 



«o e=g eg, ate cac caa aac ccc ctc ccc ace gec cgc cac at, cac 
«Vr Pro Trp a. His «, p b e „ te ^ ^ <* £ 2 His 



440 445 



£a 3 E S S S - 5 £ a T r 9CC a9a 3 " - 

450 ^ Gln Met Ala **9 Glu Asn Pro 



455 460 



1200 



1248 



1296 



1344 



1392 



ttg acc gga egg gcg taa 
Leu Thr Gly Arg Ala 1410 
465 

<210> 51 

<211> 469 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum 
<400> 51 

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala Val ' 

Ala Lys His Asn Ala Ala Thr He Ser Thr Gin Glu Arg L eu Cys Ser 

Leu Ser Ser Leu Lys Gly Glu Glu Val Cys He Asp Gly 11 i le Tyr 

Asp Leu Gin Ser Phe Asp His Pro Gly Gly Glu Thr a. Lys Met Phe 

60 

Gly Gly Asn Asp val Thr Val Gin Tyr Lys Met He His Pro Tyr His 

Thr Glu Lys His Leu Glu Lys Met Lys Arg Val Gly Lys Val Thr Asp 

9-0 

Phe Val cys Glu Tyr Lys Phe Asp Thr Glu Phe Glu Arg Glu lie Lys 

105 ' 1in 
Arg Glu Val Phe Lys Xle Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

Gly Txp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr lie Ala lie Phe Phe Tyr Leu 

^•35 140 
Gin Tyr His. Trp Val Thr Thr Gly Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala 

155 

Tyr Gly lie Ser Gin Ala Met lie Gly Met Asn Val Gin His Asp J£ 
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165 170 



Asn His Gly Ala Thr Ser Lys Arg Pro Trp Val Asn Asp Met III Gly 

185 lgo 
Leu Gly Ala Asp Phe He Gly Gly Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu Gin 

200 205 
Hxs Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 

215 220 
Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 

2 ^0- 235 
His Pro Ala Arg Thr Trp Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 

245 250 
Pro val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro He 

265 

Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

285 

Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Ly s Tyr Ala Val Phe Trp Arg Ala 

295 300 
Val Tyr Xle Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 

315 

Leu Glu Trp ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly III 

Ala Glu Ser Leu Al'a Leu Ala Val Leu III ser Leu Ser His Asn Phe 

«Q 34.5 
Glu ser Ala Asp Arg Asp Pro Thr Ala Pro Leu Lys Lys Thr Gly Glu 

.360 365 
Pro val Asp Trp Phe Lys Thr Gin Val Glu Thr Ser Cys Thr Tyr Gly 

375 380 
Gly Phe Leu Ser Gly Cys Phe Thr Gly Gly Leu Asn Phe Gin Val Glu 

390 395 
His His Leu Phe Pro Arg Met Ser Ser ala ^ ^, „ 400 

9 C &er Ser Ala Tr P Tyr Pro Tyr lie Ala 
410 

Pro Lys Val Arg Glu He Cys Ala Lys His Gly Val His Tyr Al'a Tyr 

425 430 

Pro Trp He His Gin Asn Phe Leu Ser Thr Val Arg Tyr Met His 
435 440 445 

Ala Ala Gly Thr Gly Ala Asn Trp Arg Gin Met Ala Arg Glu Asn Pro 



Leu Thr Gly Arg Ala 
465 

<210> 52 



<211> 3598 

<212> DNA 

<213> artificial 



sequence 



<220> 

<221> misc_ feature 
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<400> 52 



tcgcgcgttt 
cagcttgtct 
ttggcgggtg 
accatatgcg 
attcgccatt 
tacgccagct 
tttcccagtc 
gcaaatttac 
gtgtgttatg 
tttatgctaa 
tttttgtctt 
tactatagga 
gcaatgctgc 
taccacacaa 



agacaacaat 
ttaaaaatat 
ggaggatgca 
atataatgag 
taatttcttc 
gctttaatga 
gcacgttgta 
* tctaatgaat 
tactgattgt 
tagctgtttc 
agcataaagt 
cgctcactgc 
caacgcgcgg 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
cgctgtaggt 
ccccccgttc 
gtaagacacg 
tatgtaggcg 
acagtatttg 
tcttgatccg 
attacgcgca 
gctcagtgga 
ttcacctaga 
taaacttggt 
ctatttcgtt 
ggcttaccat 
gatttatcag 
ttatccgcct 



cggtgatgac 
gtaagcggat 

tc srgggctgg 

gtgtgaaata 
caggctgcgc 
ggcgaaaggg 
acgacgttgt 
acattgccac 
tatttgattt 
cgtttgccaa 
ctaaatacat 
gaattaaagt 
atggatggca 
gatttgaggt 
gttaccacac 
tttggaaatg 
ataatgaaga 
gattttgcaa 
atagccagcc 
gatatgcgag 
aaaaacctga 
atatcacccg 
ccgtcgacga 
ctgtgtgaaa 
gtaaagcctg 
ccgctttcca 
ggagaggcgg 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 
atctcagttc 
agcccgaccg 
acttatcgcc 
gtgctacaga 
gtatctgcgc 
gcaaacaaac 
gaaaaaaagg 
acgaaaactc 
tccttttaaa 
ctgacagtta 
catccatagt 
ctggccccag 
caataaacca 
ccatccagtc 



ggtgaaaacc 
gccgggagca 
cttaactatg 
ccgcacagat 
aactgttggg 
ggatgtgctg 
aaaacgacgg 
taaacgtcta 
gcgataaatt 
cacttagcaa 
atactaatca 
gagtgaatat 
tatacaccaa 



gcatgaacgt 
acaagttttg 
atttgcatgg 
aaactacaaa 
tactttcatt 
caccgcggtg 
acgcctatga 
gcatgtgtag 
ttactatcgt 
attcgagctc 
ttgttatccg 

srggtgcctaa 

gtcgggaaac 
tttgcgtatt 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 
ggtgtaggtc 
ctgcgcctta 
actggcagca 
gttcttgaag 
tctgctgaag 
caccgctggt 
atctcaagaa 
acgttaaggg 
ttaaaaatga 
ccaatgctta 
tgcctgactc 
tgctgcaatg 
gccagccgga 
tattaattgt 



tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 60 
gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg 120 
cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc 180 
gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcgcc 240 

aagggcgatc ggtgcgggcc tcttcgctat 300 

caaggcgatt aagttgggta acgccagggt 360 

ccagtgaatt cggcgcgccg agctcctcga 420 

aacccttgta atttgttttt gttttactat 480 

tttatatttg gtactaaatt tataacacct 540 

tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 600 

actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 660 

ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 720 

acattcaata attcttgagg ataataatgg 780 

cacgtggaca aaaggtttag taatttttca 840 

aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 900 

aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 960 

tttacatgca actagttatg catgtagtct 1020 

catacacact cactaagttt tacacgatta 1080 

SSrcggccgcc tgcagtctag aaggcctcct 1140 

tcgcatgata tttgctttca attctgttgt 1200 

ctcagatcct taccgccggt ttcggttcat 1260 

atttttatga ataatattct ccgttcaatt 1320 

ggcgcgccaa gcttggcgta atcatggtca 1380 

ctcacaattc cacacaacat acgagccgga 1440 

tgagtgagct aactcacatt aattgcgttg 1500 

ctgtcgtgcc agctgcatta atgaatcggc 1560 

gggcgctctt ccgcttcctc gctcactgac 1620 

gcggtatcag ctcactcaaa ggcggtaata 1680 

ggaaagaaca tgtgagcaaa aggccagcaa 1740 

ctggcgtttt tccataggct ccgcccccct 1800 

cagaggtggc gaaacccgac aggactataa i860 

ctcgtgcgct ctcctgttcc gaccctgccg 192 0 

tcgggaagcg tggcgctttc tcatagctca 1980 

gttcgctcca agctgggctg tgtgcacgaa 2040 

tccggtaact atcgtcttga gtccaacccg 2100 

gccactggta acaggattag cagagcgagg 2160 

tggtggccta actacggcta cactagaagg 2220 

ccagttacct tcggaaaaag agttggtagc 2280 

agcggtggtt tttttgtttg caagcagcag 2340 

gatcctttga tcttttctac ggggtctgac 2400 

attttggtca tgagattatc aaaaaggatc 2460 

agttttaaat caatctaaag tatatatgag 2520 

atcagtgagg cacctatctc agcgatctgt 2580 

cccgtcgtgt agataactac gatacgggag 2640 

ataccgcgag acccacgctc accggctcca 2700 

agggccgagc gcagaagtgg tcctgcaact 2760 

tgccgggaag ctagagtaag tagttcgcca 2820 ' 
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gttaatagtt 

tttggtatgg 

atgttgtgca 

gccgcagtgt 

tccgtaagat 

atgcggcgac 

agaactttaa 

ttaccgctgt 

tcttttactt 

aagggaataa 

tgaagcattt 

aataaacaaa 

accattatta 

<210> 53 



tgcgcaacgt 

cttcattcag 

aaaaagcggt 

tatcactcat 

gcttttctgt 

cgagttgctc 

aagtgctcat 

tgagatccag 

tcaccagcgt 

gggcgacacg 

atcagggtta 

taggggttcc 

tcatgacatt 



tgttgccatt 

ctccggttcc 

tagctccttc 

ggttatggca 

gactggtgag 

ttgcccggcg 

cattggaaaa 

ttcgatgtaa 

ttctgggtga 

gaaatgttga 

ttgtctcatg 

gcgcacattt 

aacctataaa 



70 

gctacaggca 

caacgatcaa 

ggtcctccga 

gcactgcata 

tactcaacca 

tcaatacggg 

cgttcttcgg 

cccactcgtg 

gcaaaaacag 

atactcatac 

agcggataca 

ccccgaaaag 

aataggcgta 



tcgtggtgtc 

ggcgagttac 

tcgttgtcag 

attctcttac 

agtcattctg 

ataataccgc 

ggcgaaaact 

cacccaactg 

gaaggcaaaa 

tcttcctttt 

tatttgaatg 

tgccacctga 

tcacgaggcc 



acgctcgtcg 

atgatccccc 

aagtaagttg 

tgtcatgcca 

agaatagtgt 

gccacatagc 

ctcaaggatc 

atcttcagca 

tgccgcaaaa 

tcaatattat 

tatttagaaa 

cgtctaagaa 

ctttcgtc 



2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
•3360 
3420 
3480 
3540 
3598 



<211> 3590 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 
<221> 
<223> 



misc_feature 



<400> 53 



tcgcgcgttt 
cagcttgtct 
ttggcgggtg 
accatatgcg 
attcgccatt 
tacgccagct 
tttcccagtc 
gcaaatttac 
gtgtgttatg 
tttatgctaa 
tttttgtctt 
tactatagga 
gcaatgctgc 
taccacacaa 
agacaacaat 
ttaaaaatat 

ggaggatgca 

atataatgag 
taatttcttc 
gagatatgcg 
taaaaaacct 
atatatcacc 
gtccgtcgac 



cggtgatgac 
gtaagcggat 
tcggggctgg 
gtgtgaaata 
caggctgcgc 
ggcgaaaggg 
acgacglrtgt 
acattgccac 
tatttgattt 
cgtttgccaa 
ctaaatacat 
gaattaaagt 
atggatggca 
gatttgaggt 
gttaccacac 
tttggaaatg 
ataatgaaga 
gattttgcaa 
atagccagcg 
agacgcctat 
gagcatgtgt 
cgttactatc 
gaattcgagc 



ggtgaaaacc 
gccgggagca 
cttaactatg 
ccgcacagat 
aactgttggg 
ggatgtgctg 
aaaacgacgg 
taaacgtcta 
gcgataaatt 
cacttagcaa 
atactaatca 
gagtgaatat 
tatacaccaa 
gcatgaacgt 
acaagttttg 
atttgcatgg 
aaactacaaa 
tactttcatt 
gatccgatat 
gatcgcatga 
agctcagatc 
gtatttttat 
tcggcgcgcc 



tctgacacat 
gacaagcccg 
cggcatcaga 
gcgtaaggag 
aagggcgatc 
caaggcgatt 
ccagtgaatt 
aacccttgta 
tttatatttg 
tttgcaagtt 
actggaaatg 
ggtaccacaa 
acattcaata 
cacgtggaca 
aggtgcatgc 
aagccatgtg 
tttacatgca 
catacacact 
cgggcccgct 
tatttgcttt 
cttaccgccg 
gaataatatt 
aagcttggcg 



gcagctcccg 
tcagggcgcg 
gcagattgta 
aaaataccgc 
ggtgcgggcc 
aagttgggta 
cggcgcgccg 
atttgttttt 
gtactaaatt 
gattaattga 
taaatatttg 
ggtttggaga 
attcttgagg 
aaaggtttag 
atggatgccc 
taaaaccatg 
actagttatg 
cactaagttt 
agcgttaacc 
caattctgtt 
gtttcggttc 
ctccgttcaa 
taatcatggt 



gagacggtca 
tcagcgggtg 
ctgagagtgc 
atcaggcgcc 
tcttcgctat 
acgccagggt 
agctcctcga 
gttttactat 
tataacacct 
ttctaaatta 
ctaatatttc 
tttaattgtt 
ataataatgg 
taatttttca 
tgtggaaagt . 
acatccactt 
catgtagtct 
tacacgatta 
ctgctttaat 
gtgcacgttg 
attctaatga 
tttactgatt 
catagctgtt 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
. 78 0" 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 . 
1380 
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tcctgtgtga aattgttatc cgctcacaat tccacacaac atacgagccg gaagcataaa 1440 

gtgtaaagcc tggggtgcct aatgagtgag ctaactcaca ttaattgcgt tgcgctcact 1500 

gcccgctttc cagtcgggaa acctgtcgtg ccagctgcat taatgaatcg gccaacgcgc 1560 

ggggagaggc ggtttgcgta ttgggcgctc ttccgcttcc tcgctcactg actcgctgcg 1620 

ctcggtcgtt cggctgcggc gagcggtatc agctcactca aaggcggtaa tacggttatc 1680 

cacagaatca ggggataacg caggaaagaa catgtgagca aaaggccagc aaaaggccag 1740 

gaaccgtaaa aaggccgcgt tgctggcgtt tttccatagg ctccgccccc ctgacgagca 1800 

tcacaaaaat cgacgctcaa gtcagaggtg gcgaaacccg acaggactat aaagatacca i860 

ggcgtttccc cctggaagct ccctcgtgcg ctctcctgtt ccgaccctgc cgcttaccgg 1920 

atacctgtcc gcctttctcc cttcgggaag cgtggcgctt tctcatagct cacgctgtag 1980 

gtatctcagt toggtgtagg tcgttcgctc caagctgggc tgtgtgcacg aaccccccgt 2040 

tcagcccgac cgctgcgcct tatcoggtaa ctatcgtctt gagtccaacc cggtaagaca 2100 

cgacttatcg coactggcag cagccactgg taacaggatt . agcagagcga ggtatgtagg 2160 

cggtgctaca gagttcttga agtggtggcc taactacggc tacactagaa ggacagtatt 2220 

tggtatctgc gctctgctga agccagttac cttcggaaaa agagttggta gctcttgatc 2280 

cggcaaacaa accaccgctg gtagcggtgg tttttttgtt tgcaagcagc agattacgcg 2340 

cagaaaaaaa ggatctcaag aagatccttt gatcttttct acggggtctg acgctcagtg 2400 

gaacgaaaac tcacgttaag ggattttggt catgagatta tcaaaaagga tcttcaccta 2460 
gatcctttta aattaaaaat gaagttttaa atcaatctaa agtatatatg agtaaacttg • 2520 

gtctgacagt taccaatgcf taatcagtga ggcacctatc tcagcgatot gtctatttcg 2580 

ttcatccata gttgcotgac tccccgtcgt gtagataact acgatacggg agggcttacc 2640 

atctggcccc agtgctgcaa tgataccgcg agacccacgo tcaccggctc cagattt-atc 2700 

agcaataaac cagccagccg gaagggcoga gcgcagaagt ggtcctgcaa ctttatccgc 2760 

ctccatccag tctattaatt gttgccggga agctagagta agtagttcgc cagttaatag 2820 

tttgcgcaac gttgttgcca ttgctacagg oatcgtggtg tcacgctcgt ogtttggtat 2880 

ggcttcattc agctccggtt cocaacgatc aaggcgagtt acatgatcoc ccatgttgtg 2940 

caaaaaagcg gttagctcct tcggtcctcc gatcgttgtc agaagtaagt tggccgcagt 3000 

gttatcactc atggttatgg cagcactgca taattctctt actgtcatgo oatccgtaag 3060 

atgcttttct gtgactggtg agtactcaac caagtcattc tgagaatagt gtatgcggcg 3120 

accgagttgc tcttgcccgg cgtcaatacg ggataataco gcgccacata gcagaaottt 3180 

aaaagtgctc atcattggaa aacgttcttc ggggogaaaa ctctcaagga* tcttaccgct 3240 

gttgagatcc agttogatgt aacccactcg tgcacccaac tgatcttcag catcttttao 3300 

tttcaccagc gtttctgggt gagcaaaaac aggaaggcaa aatgccgcaa aaaagggaat 3360 

aagggcgaca cggaaatgtt gaatactcat actcttcctt tttcaatatt attgaagcat 3420 

ttatcagggt tattgtctca tgagcggata catatttgaa tgtatttaga aaaataaaca 3480 

aataggggtt ccgcgcacat ttcccogaaa agtgocacct gacgtctaag aaaccattat 3540 
tatcatgaca ttaacctata aaaataggcg tatcacgagg ccctttcgtc 



<210> 54 

<211> 3584 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



3590 



<220> 

<221> misc_feature 

Sequenz stellt eine pflanzliche Promoter- Terminator- Expressionska 
ssette in Vektor pDC19 dar 



<223> 



<400> 54 
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tcgcgcgttt 
cagcttgtct 
ttggcgggtg 
accatatgcg 
attcgccatt 
tacgccagct 
tttcccagtc 
. gcaaatttac 
gtgtgttatg 
tttatgctaa 
tttttgtctt 
tactatagga 
gcaatgctgc 
taccacacaa 
agacaacaat 
ttaaaaatat 
" ggaggatgca 
atataatgag 
taatttcttc 
gagatatgcg 
taaaaaacct 
atatatcacc 
gtccgtcgac 
gtgaaattgt 
agcctggggt 
tttccagtcg 
aggcggtttg 
cgttcggctg 
atcaggggat 
taaaaaggcc 
aaatcgacgc 
tccccctgga 
gtccgccttt 
cagttcggtg 
cgaccgctgc 
atcgccactg 
tacagagttc 
ctgcgctctg 
acaaaccacc 
aaaaggatct 
aaactcacgt 
tttaaattaa 
cagttaccaa 
catagttgcc 
ccccagtgct 
aaaccagcca 
ccagtctatt 
caacgttgtt 
attcagctcc 



cggtgatgac 
.gtaagcggat 
tcggggctgg 
gtgtgaaata 
caggctgcgc 
ggcgaaaggg 
acgacgttgt 
acattgccac 
tatttgattt 
cgtttgccaa 
ctaaatacat 
gaattaaagt 
atggatggca 
gatttgaggt 
gttaccacac 
tttggaaatg 
ataatgaaga 
gattttgcaa 
atagccagca 
agacgcctat 
gagcatgtgt 
cgttactatc 



gagctcggcg 
tatccgctca 
gcctaatgag 
ggaaacctgt 
cgtattgggc 
cggcgagcgg 
aacgcaggaa 
gcgttgctgg 
tcaagtcaga 
. agctccctcg 
ctcccttcgg 
taggtcgttc 
gccttatccg 
gcagcagcca 
ttgaagtggt 
ctgaagccag 
gctggtagcg 
caagaagatc 
taagggattt 
aaatgaagtt 
tgcttaatca 
tgactccccg 
gcaatgatac 
gccggaaggg 
aattgttgcc 
gccattgcta 
ggttcccaac 



ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 
gccgggagca gacaagcccg. tcagggcgcg tcagcgggtg 
cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc 
ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcgcc 
aactgttggg aagggcgatc ggtgcgggcc tcttcgctat 
ggatgtgctg caaggcgatt aagttgggta acgccagggt 
aaaacgacgg ccagtgaatt cggcgcgccg agctcctcga 
taaacgtcta aacccttgta atttgttttt gttttactat 
gcgataaatt tttatatttg gtactaaatt tataacacct 
cacttagcaa tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 
atactaatca actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 
gagtgaatat ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 
tatacaccaa acattcaata attcttgagg ataataatgg 
gcatgaacgt cacgtggaca aaaggtttag taatttttca 
acaagttttg aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 
atttgcatgg aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 
aaactacaaa tttacatgca actagttatg catgtagtct 
tactttcatt catacacact cactaagttt tacacgatta . 
gatctgccgg catcgatccc gggccatggc ctgctttaat 
gatcgcatga tatttgcttt caattctgtt gtgcacgttg 
agctcagatc cttaccgccg gtttcggttc attctaatga 
gtatttttat gaataatatt ctccgttcaa tttactgatt 
cgccaagctt.ggcgtaatca tggtcatagc tgtttcctgt 
caattccaca caacatacga gccggaagca taaagtgtaa 
tgagctaact cacattaatt gcgttgcgct cactgcccgc 
cgtgccagct gcattaatga atcggccaac gcgcggggag 
gctcttccgc ttcctcgctc actgactcgc tgcgctcggt 
tatcagctca ctcaaaggcg gtaatacggt tatccacaga 
agaacatgtg agcaaaaggc cagcaaaagg ccaggaaccg 
cgtttttcca taggctccgc ccccctgacg agcatcacaa 
ggtggcgaaa cccgacagga ctataaagat accaggcgtt 
tgcgctctcc tgttccgacc ctgccgctta ccggatacct 
gaagcgtggc gctttctcat agctcacgct gtaggtatct 
gctccaagct gggctgtgtg cacgaacccc ccgttcagcc 
gtaactatcg tcttgagtcc aacccggtaa gacacgactt 
ctggtaacag gattagcaga gcgaggtatg taggcggtgc 
ggcctaacta cggctacact agaaggacag tatttggtat 
ttaccttcgg aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa 
gtggtttttt tgtttgcaag cagcagatta cgcgcagaaa 
ctttgatctt ttctacgggg tctgacgctc agtggaacga 
tggtcatgag attatcaaaa aggatcttca cctagatcct 
ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctga 
gtgaggcacc tatctcagcg atctgtctat ttcgttcatc 
tcgtgtagat aactacgata cgggagggct taccatctgg 
cgcgagaccc acgctcaccg gctccagatt tatcagcaat 
ccgagcgcag aagtggtcct gcaactttat ccgcctccat 
gggaagctag agtaagtagt tcgccagtta atagtttgcg 
caggcatcgt ggtgtcacgc tcgtcgtttg gtatggcttc 
gatcaaggcg agttacatga tcccccatgt tgtgcaaaaa 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220* 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
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agcggttagc 

actcatggtt 

ttctgtgact 

ttgctcttgc 

gctcatcatt 

atccagttcg 

cagcgtttct 

gacacggaaa 

gggttattgt 

ggttccgcgc 

gacattaacc 

<210> 55 



tccttcggtc 

atggcagcac 

ggtgagtact 

ccggcgtcaa 

ggaaaacgtt 

atgtaaccca 

gggtgagcaa 

tgttgaatac 

ctcatgagcg 

acatttcccc 

tataaaaata 



ctccgatcgt 

tgcataattc 

caaccaagtc 

tacgggataa 

cttcggggcg 

ctcgtgcacc 

aaacaggaag 

tcatactctt 

gatacatatt 

gaaaagtgcc 

ggcgtatcac 



73 

tgtcagaagt 

tcttactgtc 

attctgagaa 

taccgcgcca 

aaaactctca 

caactgatct 

gcaaaatgcc 

cctttttcaa 

tgaatgtatt 

acctgacgtc 

gaggcccttt 



aagttggccg 

atgccatccg 

tagtgtatgc 

catagcagaa 

aggatcttac 

tcagcatctt 

gcaaaaaagg 

tattattgaa 

tagaaaaata 

taagaaacca 

cgtc 



cagtgttatc 
taagatgctt 
ggcgaccgag 
ctttaaaagt 
cgctgttgag 
ttactttcac 
gaataagggc 
gcatttatca 
aacaaatagg 
ttattatcat 



3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 ' 

3480 

3540 

3584 



<211> 4507 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 
<221> 
<223> 



Tnisc_feature 



<400> 55 

tcgcgcgttt 
cagcttgtct 
ttggcgggtg 
accatatgcg 
attcgccatt 
tacgccagct 
tttcccagtc 
gcaaatttac 
STtgtgttatg 
tttatgctaa 
•tttttgtctt 
tactatagga 
gcaatgctgc 
taccacacaa 
agacaacaat 
ttaaaaatat 
Srgaggatgca 
atataatgag 
taatttcttc 
gctttaatga 
gcacgttgta 
tctaatgaat 
tactgattgt 
tgtttttgtt 
ctaaatttat 



cggtgatgac 
gtaagcggat 

tc ggggctgg 

gtgtgaaata. 



caggctgcgc 
ggcgaaaggg 
acgacgttgt 
acattgccac 
tatttgattt 
cgtttgccaa 
ctaaatacat 
gaattaaagt . 
atggatggca 
gatttgaggt 
gttaccacac 
tttggaaatg 
ataatgaaga 
gattttgcaa 
a t age cage c 
gatatgegag 
aaaaacctga 
atatcacccg 
ccgtcgagca 
ttactatgtg 
aacacctttt 



ggtgaaaacc 
geegggagea 
cttaactatg 
ccgcacagat 
aactgttggg 
ggatgtgctg 
aaaacgaegg 
taaaegtcta 
gcgataaatt 
cacttagcaa 
atactaatca 
gagtgaatat 
tatacaccaa 
geatgaaegt 
acaagttttg 
atttgeatgg 
aaactacaaa 
tactttcatt 
caccgcggtg 
aegectatga 
gcatgtgtag 
ttactatcgt 
aatttacaca 
tgttatgtat 
atgctaacgt 



tctgacacat 
gacaagcccg 
eggcatcaga 
gegtaaggag 
aagggegate 
caaggegatt 
ccagtgaatt 
aacccttgta 
tttatatttg 
tttgcaagtt 
actggaaatg 
ggtaccacaa 
acattcaata 
cacgtggaca 

a ggtgcatgc 

aagccatgtg 
tttacatgea 
catacacact 
ggcggccgcc 
tegcatgata 
ctcagatcct 
atttttatga 
ttgccactaa 
ttgatttgcg 
ttgccaacac 



gcagctcccg 
teagggegeg 
gcagattgta 
aaaatacege 
ggtgcgggcc 
aagttgggta 
cggcgcgccg 
atttgttttt 
gtactaaatt 
gattaattga 
taaatatttg 
ggtttggaga 
attcttgagg 
aaaggtttag 
atggatgccc 
taaaaccatg 
actagttatg 
cactaagttt 
tgcagtctag 
tttgetttea 
taccgccggt 
ataatattct 
aegtctaaac 
ataaattttt 
ttagcaattt 



gagaeggtea 
teagegggtg 
ctgagagtgc 
atcaggcgcc 
tettegctat 
aegecagggt 
agctcctcga 
gttttactat 
tataacacct 
ttctaaatta 
ctaatatttc 
tttaattgtt 
ataataatgg 
taatttttca 
tgtggaaagt 
acatccactt 
catgtagtct 
tacacgatta 
aaggcctcct 
attctgttgt 
ttcggttcat 
ccgttcaatt 
ccttgtaatt 
atatttggta 
gcaagttgat 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
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2sss s sss sss s=s rr- 

sss :~ -™ -™ =s 
g3 «ta 3 ^ a:ss tsoa t3Mc9toac StSS '~°»* 

9 a tg =c= t3C :^r 3a5s c9oats,eat9 

aaccatga=« tocoMcga ggatgeaata 1^1 <=9Catggaag ceatgtgta, 

agttatgcat ^ t ScaatS STT" 

taagttctac acaatcat, . . "Cgcaatae tttcactcat acacactcac 

n:= i~ EE E= =» == 

. tcggttcatt ctaatgaata tatcacccgt tacLtcgta ttSST ! CCgCCggtt 
cattcaat-M- a w-taccgca tttttatgaa taatattctc 

ssss 5~ - = *™ s ^ 

cgagccggaa gcataaagtg taaagcctgg ggtgcctalt 1 ! aCaCaaCata 
attgcgttgc gctcactgcc cgc.ttcclg tjg^acc SSS* 
tgaatcggcc aacgcgcggg gagaggcaqt t^STT tgtCgtgcCa ^ctgcattaa 
ctcactgact cgctgcgctc LSttcS " 9Cgtattg ^cgctcttc cgcttcctcg 
gcggtaatac ggtJtccL «S! tCaCtCaaa * 

ggccagcaaa aggccaggaa ccgtaaaSg ££££ 

cgcccccctg acgagcatca caaaaatcgl cgctSagtc CCata ** ct <= 
ggactataaa gataccaaac cri-t-,-™ Z C9CCcaa ^ tc agaggtggcg aaacccgaca 

ac== cgC c 9 = is tS:^: tc9t9c9cto ccct9ttc °* 

== = =~ £S EE =? 

= .55= Z2~ ZSSS 55 

sss £ss sr? = ~ ~ : 

aagcagcaga t.acgcgca' SSS SS£H ££T° 

gggtctga=g otcagtgga. =gaaaa«ca cgttaaggga tttt^Ct 11 IT * 
aaaaggatct tcacotagat cctt««.t taaaaatSa gtt«aa.S 'T! * 
atatatgagt aaactMtrec tm™.,,*..,.. ""S^a gttttaaatc aatctaaagt 
gcgatctgL tatttcK: atccatag" t<W9W a -^ctca 

atacgggagg gcttaccatc tggcL^gt gctgcaaS f?'**'** ^actacg 
ccggctccag atttafceaor gctgcaatga taccgcgaga cccacgctca 

==tUc t 9 £~ a ™: 3 999CC9a9 ° 9 oa9M9t93t 

agttcgocag ttaatagttt gcgoaS^t «££2T 9CC " 9 "9c tagagtaagt 
cgctcgtcg, ttggta'ggc S£Z£ ££££2 J^S" 
tgatccccca tgttgtgca, aaaagcggL gtcSc^? S^"** 

agtaagttgg ccgcagtgtt atcaete^,, .. g^cccccgat ogttgtcaga 

gtcatgccat cog^aagltg cttttctS f"^ 990 * 9 cact Hcataa ttctcttact . 
gaatagtgta ™£ £~ - = t ga 

ccacatagca gaactttaaa agtgctcatc at,- J! caatacggga taataccgcg 
tcaaggatct taccgctgtt gag^cca"gt tcgal^ 9tt0ttCgg ^ **— «>te 
tcttcagcat cttttaeSt caccagcSt tctaaS CCa ° tCgtgc *«caactga 
gccgcaaaaa aggg aataag ggcg ^^ aaatStS! aaggcaaaat 
caatattatt gaagcattta tcagggttS tcS^ tactcat ^t cttccttttt 
atttagaaaa ataaacaaat aggggttcca cgcaca^f 9C9gataCat a « t gaatgt 
g t c t aag aaa c Cattattat ™- 2~ = ac 
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75 



tttcgtc 
<210> 56 



4507 



<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



17752 
DNA 



Phaeodactylura tricornutum, PHyscomitrella patens 



CDS 

(11543) (12415) 
Delta- 6 - Elongase 



<220> 

<221> CDS 

<222> (13313) . . (14890) 

<223 > Delta- 6 -Desaturase 



<220> 
<221> 
<222>. 
<223> 



CDS . 

(15791) . . (17200) 
Del ta-5 -Desaturase 



<400> 56 



gatctggcgc 
gcgcccagca 
tagtgggcgg 
ataatcaggc 
atgttgggtt 
ttctttatca 
tgacaaagtt 
gcgtagacgg 
tttactggca 
cggagaatca 
ggaatgcccg 
ccggcacgcg 
gcgaggcggg 
ctgttggggc 
ccgttgaaca 
ccggtccgga 
ggaggctcgt 
tgccggagcg 
ccaccgcgtc 
ccaagcctca 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 



cggccagcga 
caggtgcgca 
tgacgtcgtt 
cgatgccgac 
tcacgtctgg 
ctgataagtt 
gcagccgaat 
tctgacgaca 
cttcaggaac 
tacgcattcg 
cagcttcagg 
accgggcgca 
tttttcggcc 
cgtgcttgag 
ggctccgctc 
cgcagcgttc 
tgtcaggaac 
caacccactc 



agacgcccgt 
cggccgcgct 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 



gacgagcaag 
ggcaaattgc 
cgagtgaacc 
agcgtcgagc 
cctccggacc 
ggtggacata 
acagtgatcc 
cgcaaactgg 
aagcgggcgc 
gtgccgagag 
caggcgctgc 
ccgcagatgg 

ggggacgccg 

gagcaggccg 
tcgccgctgt 
gagcagggac 
gttgaaggac 
actacagcag 
agcagcccgc 
cggcctctct 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 



attggccgcc 
accaacgcat 
agatcgcgca 
gcgacagtgc 
agcctccgct 
ttatgtttat 
gtgccgccct 
cggaacggtt 
tgctcgacgc 
ccgacgacga 
tcgcctaccg 
aaacggccga 
• tcaatgcgct 
gcgacagcga 

tgcgggccgc 

tcgcggtgat 
cgagaaaggg 
agccatgtag 
tacgggcttt 
ggcggccttc 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 



gcccgaaacg 
acagcgccag 
ggaggcccgg 
tcagaattac 
ggtccgattg 
cagtgataaa 
ggacctgttg 
gggggttcag 

actggccgaa 
ctggcgctca 
cgatggcgcg 
cgcgcagctt 
gatgacaatc 
tgccggcgag 
gatagacgcc 
tgtcgatgga 
tgacgattga 
acaacatccc 
ttcatgccct 
tggcgctctt 
gcggtatcag 
ggaaagaaca 
ctggcgtttt 
cagaggtggc 
ctcgtgcgct 



atccgacagc 
cagaatgcca 
cagcaccggc 
gatcaggggt 
aacgcgcgga 
gtgtcaagca 
aacgaggtcg 
cagccggcgc 
gccatgctgg 
tttctgatcg 
cgcatccatg 
cgcttcctct 
agctacttca 
cgcggcggca 
ttcgacgaag 
ttggcgaaaa 
tcaggaccgc 
ctcccccttt 
gccctagcgt 
ccgcttcctc 
ctcactcaaa 
tgtgagcaaa 
tccataggct 
gaaacccgac 
ctcctgttcc 
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gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagog tggegctttt 
ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 
tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 
USTT ^ 9Caggata ar^agtag gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 
ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 
ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga 
agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 
aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggcLca 
aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 
tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaocga cgacccgcgc acggogcggt 
TclTJatT, Ca ! 3atCCtC cgaagatcga agagaagcag gacgagcSg 

gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 
aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtccoca tgcgctccat caagaagagc 
gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 
gacgctcacc gggctggttg occtcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 
cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 
cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgag^ggc 
cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 
gagctggcca gcotcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 
gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 
tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 
gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggSt 
aaacctSt "f^" cttttaacct: gcttttaaac Latitat 2 sao 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 
tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 
tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 
ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 
ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 
gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtogg ggcattcacg gacttcatgg 

tll^aZlTa ! attt ! taCC ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 

tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 
gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 
ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacal 
l^llll ataatStatC "«**«^ aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 
ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 
tgcatggact aatgcttgaa acocaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 
attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 
tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 
gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 
IZllT ! ttCa " Cg£f ^"ct^a gcggccagcc atccgtcatc catatcac^ 
cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 
atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 
gcgatttagc cccgacatag cccoactgtt cgtccatttc ogcgcagacg atgacgtcac 
tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 
cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 
catatcaatg attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 
ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ocggcggtgc ttttgccgtt 
acgcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacaa aagcLctgg 
taattt™ a ! aCaCCatC at —taaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataat^g 
tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 
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aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 



gaaaaggaca 
gaacggcatg 
gaagagtatg 
aggctctttc 
ttagccgaat 
gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 
ggggtcgccg 
cgacagattc 
tcgctattct 



ttctggtatt 
ttagcttctt 
aaatgagaat 
cggaaggaat 
taaaaatgac 
tgatgctatg 
atggctggag 
aagatgaaca 
actccatcga 
tggattactt 
ctccatttaa 
aacttgtctt 
taagtggctt 
tctgcgtccg 
acttactggg 
tgttttagta 
ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
gggtcaaatc 
gggtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 
cacgtcaaca 
gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gt at get get 
caaegggaat 
ggagcttgtt 



taaggtttta 

ggggtatctt 

ateaceggaa 
gtctcctgct 
ggacagcegg 
gctggaagga 
caatctgctc 
aagccctgaa 
catateggat 
actgaataac 
agatccgcgc 
ttcccacggc 
tattgatctt 
gtcgatcagg 
gatcaagect 
cctagatgtg 
agtgttttgg 
tcgtgcaggg 
ccgacttcat 
aggaataagg 
ateggaegtt 
aggatgeega 
ccgtcggctc 
ctccccctgc 
aggeggcagg 
agegaaaaac 
tgctgaaaca 
cgtggccgga 
cgcgcaacaa 
aggacgtgaa 
ggcagcaggt 
tctacgagct 
aggaatgect 
acctggaatc 
cccgttgcca 
cgaaattcat 
atttcagctc 
gateggatte 
tgcgaggcag 
getagggect 
ttcaggaaca 
cggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
ggaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 
gcgggcgttg 
ctggtggatg 
gtttatttcg 
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gaatgeaagg 
taaatactgt 
ttgaaaaaac 
aaggtatata 
tataaaggga 
aagctgcctg 
atgagtgagg 
aagattatcg 
tgtccctata 
gatctggccg 
gagctgtatg 
gacctgggag 
gggagaageg. 
gaggatatcg 
gattgggaga 
gegcaacgat 
ctctcaggcc 
caagattegg 
tgccgataag 
gcacattgcc 
tgaccggaag 
aaccatcgca 
gatggtccag 
cctgcccgcg 
tttggcgaag 
cgccggcgag 
cacgaagcag 
cacgatgega 
gaaaatcccg 
gatcacctac 



gttggagtac 
ttgecaggae 
gtcgcgccta 
ggtgtcgctg 
ggtcctgatc 
atgggagaag 
geacegggag 
cacccgcgtg 
cggcctggtg 
tgtggggtca 
agegggcact 
tacgaactgc 
eggcttggag; 
gctccagaga 
getgaaeggt 
ctgtcggtct 
gttttcgtgg 
ccggcgggtt 
cgcatcttca 
gtctaccgcc 



aacagtgaat 
agaaaagagg 
tgatcgaaaa 
agctggtggg 
ccacctatga 
ttccaaaggt 
ccgatggcgt 
agctgtatgc 
cgaatagctt 
atgtggattg 
attttttaaa 
acagcaacat 
geagggegga 
gggaagaaca 
aaataaaata 
gccggcgaca 
gaggcccacg 
aataccaagt 
gtggattatc 
ccggcgtgag 
gcatacaggc 
agccgcaccg 
caagctaegg 
ccatcggccg 
tcgatgacca . 
gacctggcaa 
cagatcaagg 
gcgatgccaa 
cgcgaggcgc 
accggcgtcg 
gegaagegea 
ctgggctggt 
caggegaegg 
ctgcaccgct 
gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 
gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgetegt 
tcctcggcgc 
tgeegggegg 



tggagttcgt 
aaggaaataa 
ataccgctgc 
agaaaatgaa 
tgtggaacgg 
cctgcacttt 
cctttgctcg 
ggagtgcatc 
agacagccgc 
cgaaaactgg 
gaeggaaaag 
ctttgtgaaa 
caagtggtat 
gtatgtcgag 
ttatatttta 
ageaggageg 
gcaagtattt 
acgagaagga 
tggacaccaa 

tc ggggcaat 

aagaactgat 
tcatgcgtgc 
ccaagatcga 
ccgtggagcg 
.tcgacacgcg 
aacaggtcag 
aaatgeaget 
acgacacggc 
tgcaaaacaa 
agetgeggge 
cccctatcgg 
cgatcaatgg 
cgatgggctt 
tccgcgtcct 
tegtegtget 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 
ggggttcagc 
cttgcttcgc 
aggattaaaa 



gcaggatttc 
cgtttacgag 
cgtggcattc 
ggacggcccc 
gegaggcega 
gatgategtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
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acggtaggcg otgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct gctaggtaac 7« 0 
ccgatacgat tgatggcggt cctgggggct atttgcggaa ctgcgggcg^ ggcgcSSa 7620 

sss =™ a g : s:r cct gtcggcgtcg c — * sss ;s 

L„^,. ^tcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctcccgt gcctctgctc 7740 

t^r CCg CCtggCaaCt WWW ggacttctgc tcgttccagt agctttSg 7800 

ctaSa" gC CaatCCC3at ^acagga accaatgttc tcggcctggc gtggctc^c 7860 

ctgatcggag cgggtttaac ctacttcctt tggttccggg goatefceaL = ggCCCggc . 7860 

acagttgttt ccttact-™ „t-«--„- «-<=cggg ggatctcgcg actcgaacct 7920 

catSal™ =f tactggg "ttctcagc cccagatotg gggtcgatca gccggggatg 7980 

cggc T a tC cag=ga tttc c ll^£ ^™ ™ ~ ^o" 

cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg ataattcgga tctctgcgag gg^tjta 8220 

tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc gttacaatca acatgctacc ctcScglga 8280 

tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt tgccgttctt ccgaatagca tcgg^aSt 83I0 

!555SE5HiES=5SF = 

gacgttttta atgtactggg gtggtttttc ttttcaenS ^ aCttaata acac ^ttgcg 8520 

tgccc tt cac cgc ct gg c ggg fga^ga^ £™ .'So 0 

gcaggcgaaa atcctgtttrg atggtggttc cgaaatcggc aaaatccctt LalScaaa 8700 

agaatagccc gagatagggt tgagtgttgt tccagtttgg aaoaagagtc ca^attaaa IZl 

gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa aaccgtctat cagggcg^ ^ccact'g 8820 

ccctaaa CCC "" tC " ^ttttggg gtcgaggtgc cgSLgcac taaatcggaf 8880 

ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaacg tggcgagaaa 89^0 

l~l ZZSZ S= 

sss ^r ca ra9t " tL ssss sss j ~ 

™ === == : => = — ss 
bE? := = = == rss =: 

= ~s ~ ~ 32=' i 

5= p=s = s= s = bb 

2^! P tCaCgaC9ag •tcctcgecg tcgggcatgc gcgccttgag cctggcgSc 9S80 
agttcggctg gcgcgagccc ctgatgctct tcgtccaaat cmZc^rZ- ccc 99 c * aac 9g S0 

^tcc. t cc S2S SSS 1™ 

gcSagcaa SSS" ° ,90C3CC9 = "«*atcag cc t3 .59a Lccctcccg s I 
gc.ga.gca ggtg.gatga caggag.ccc tgccccggca cttcgccc« tagcagcc.c Moo 

-=g«gagc acagctgcgc aaggLgcc cgtc^ggtc IZ 

:?~ a sss 2ss ga:r atcra »^ 

ccg.ttgtcc ^ £~ £22E »•« 

cctgcgtgca atcfat-r^. «. aata 3<=ctct ccacccaagc ggccggagaa 10140 

~~ n= == =2 55s =-~ = 

acgcgoaata atggtttctg acgtatgtgc ttagctc!S 'fT ^ ^ ac "ttga 10320 
tgagtggctc cttcaacgtt gcggttctS cagttcca- "' etOMfl,m aaccc Srcggc 10380 
,t=a tC gg C g ggggtca L £ ~S ~E ~S ^ 
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gcgccatcag atccttggcg gcaagaaagc catccagttt actttgcagg gcttcccaac 
cttaccagag ggcgccocag ctggcaattc cggttcgctt gctgtccata aaaccgccca 
gtctagctat cgccatgtaa gcccactgca agctacctgc tttctctttg cgcttgcgtt 
ttcccttgtc cagatagccc agtagctgac attcatccgg ggtcagcacc gtttctgcgg 
actggctttc tacgtgttcc gcttccttta gcagcccttg cgccctgagt gcttgcggca 
gcgtgaagct tgcatgcctg caggtcgacg gogcgccgag ctcctcgagc aaatttacac 
attgccacta aacgtctaaa cccttgtaat ttgtttttgt tttactatgt gtgttatgta 
tttgatttgc gataaatttt tatatttggt actaaattta taacaccttt tatgctaacg 
tttgccaaca cttagcaatt tgcaagttga ttaattgatt ctaaattatt tttgtcttct 
aaatacatat actaatcaac tggaaatgta aatatttgct aatatttcta ctataggaga 
attaaagtga gtgaatatgg taccacaagg tttggagatt taattgttgc aatgctgcat 
ggatggcata tacaccaaac attcaataat tcttgaggat aataatggta ccacacaaga 
tttgaggtgc atgaacgtca cgtggacaaa aggtttagta atttttcaag acaacaatgt 
taccacacac aagttttgag gtgcatgcat ggatgccctg tggaaagttt aaaaatattt 
tggaaatgatttgcatggaa gccatgtgta aaaccatgac atccacttgg. aggatgcaat 
aatgaagaaa actacaaatt tacatgcaac tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 
ttttgcaata ctttcattca tacacactca otaagtttta cacgattata atttcttcat 
agccagccca ccgcggtgga aa atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag 

Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu 
1 5 ' 10 

ttg gat ggg aag gtc teg cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt agt ttt 
Leu Asp Gly Lys Val Ser Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe 

15 20 25 

ggg gtg gag ttg acg gat acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc etc gtt 
Gly Val Glu Leu Thr Asp Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val 

30 3S 40 ' 

gac agt ccc aca ccc ate gtc etc ggt gtt tct gta tac ttg act att 
Asp ser Pro Tnr Pro lie Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He 

45 50 S5 

gtc att gga ggg ctt ttg tgg ata aag gec agg gat ctg aaa ccg cgc 
Val He Gly Gly Leu Leu Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg 

60 65 70 

gec teg gag cca ttt ttg etc caa get ttg gtg ctt gtg cac aac ctg 
Ala Ser Glu Pro Phe Leu Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu 
75 80 85 90 

ttc tgt ttt gcg etc agt ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat cag 
Phe Cys Phe Ala Leu Ser Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin 

95 100 105 

get att acc tgg egg tac tct etc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa 
Ala He Thr Trp Arg Tyr Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys 

110 US 120 

cat aaa gag atg gcg att ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac 
His Lys Glu Met Ala He Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr 

125 130 i3 S 

gtg gaa ttc atg gat acc gtt ate atg ata ctg aag cgc age acc agg 
Val Glu Phe Met Asp Thr Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg 

140 145 iso 

caa ata age ttc etc cac gtt tat cat cat tct tea att tec etc att 
Gin He Ser Phe Leu His Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He 
155 160 165 170 



10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11572 



11620 



11668 



11716 



11764 



11812 



11860 



11908 



11956 



12004 



12052 
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tgg tgg get att get cat cac get cct gge ggt gaa gca tat tgg tet 12100 
Trp Trp Ala lie Ala His His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr TrJ ser 

175 iso 1S5 

gcg get ctg aac tea gga gtg eat gtt ete atg tat geg tat tae tte 12148 
Ala Ala Leu Asn Ser Gly Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe 

200 

III Sa HI T T ctt T agt agc cca *** tta aaa aat aa * tac ctt 

Leu Ala Ala Cys Leu Arg Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu 

205 210 215 

ttt tgg gge agg tae ttg aea caa tte eaa atg tte eag ttt atg ctg 12244 
Phe Trp Gly Arg Tyr Leu Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu 

220 225 230 

aac tta gtg eag get tac tac gac atg aaa acg aat gcg cca tat cca 12292 
Asn Leu val Gin Ala Tyr Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro 
235 , 240 245 250 

caa tgg ctg ate aag att ttg tte tae tae atg ate teg ttg ctg ttt 12340 
Gin Trp Leu He Lys He Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe 

2S5 260 265 

ett tte gge aat ttt tae gta eaa aaa tae ate aaa cee tct gac gga 12388 
Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly 

270 275 280 

aag caa aag gga get aaa act gag tga tetagaaggc ctcctgettt i 24 35 
Lys Gin Lys Gly Ala Lys Thr Glu . 
285 290 

IITJLT* g T gaCgCC • tat * atc * ca tgatatttgc ttteaattct gttgtgeacg 12495 

taSa aaa CCtga ! Catg tgfgctc-* atecttaceg ecggtttcgg tteattcta! 12555 

tgaatatatc accegttact ategtatttt tatgaataat attetcegtt- caatttaetg 12615 

TltlT': g ! gCaaattt acaca "gec actaaaegtc taaaccettg taatttgttt 12675 

ttgttttaet atgtgtgtta tgtatttgat ttgegataaa tttttatatt tggtactaaa 12735 

tttataaeae ettttatget aaegtttgec aaeacttagc aatttgeaag ttgattaatt 12795 

gattetaaat tatttttgte ttctaaatae atataetaat caactggaaa tgtaaatatt 12855 

tgetaatatt tetaetatag gagaattaaa gtgagtgaat atggtaeeac a!ggtttgga ^2915 

SST? " gCaatgCt gCatggat ^ -tatacacc aaacattcaa taStcttga 12975 

Illicit g ^ accacac -agatttgag gtgeatgaac gteaegtgga eaaaaggttt 13035 

agtaattttt caagacaaca atgttaecae aeacaagttt tgaggtgeat geatggatge 13 095 

cetgtggaaa gtttaaaaat attttggaaa tgatttgeat ggaagceatg tgtaaaaeca m 

tgacatccac ttggaggatg caataatgaa gaaaaetaca aatttacatg eaaetagtta 13215 

tgeatgtagt ctatataatg aggattttgc aatactttca ttcatacaca cteactaagt 13275 

tttaeaegat tataatttet teatagecag eggatee atg gta tte geg gge ggt 13330 

Met Val Phe Ala Gly Gly 
295 

gga ctt cag eag gge tct etc gaa gaa aac ate gac gtc gag cac att 1337s 
Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn He Asp Val 111 His He 

300 305 " 310 

gee agt atg tct etc tte age gac tte tte agt tat gtg tet tea act 13426 
Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe Ser Tyr Val Ser Ser Thr 
315 3 20 325 

v!l T agC gta CaC ^ ^ ^ CCt aa 9 C * C Ct ^ ^g 13474 

Val «xy aer Trp Ser Val His Ser He Gin Pro Leu Lys Arg Leu Thr 

330 335 340 
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agt aag aag cgt gtt teg gaa age get gee gtg eaa tgt ata tea get 13522 
Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala Val Gin Cys lie Ser Ala 
345 350 355 * 360 

gaa gtt cag aga aat teg agt aec cag gga aet gcg gag gea ete gca 13570 
Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly Thr .Ala Glu Ala Leu Ala 
365 370 375 

Glu 111 TJ f ? ~ ^ ^ ^ tCa tCt Cag *W aag aag 13618 

Glu ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg Ser Ser Gin Trp Lys Lys 

380 385 390 

teg aca cac ccc eta tea gaa gta gca gta cac aac aag cca age gat 13666 
Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val His Asn Lys Pre Ser- 2p 

395 400 405 

tgc tgg att gtt gta aaa aae aag gtg tat gat . gtt tec aat ttt gcg ' 13714 
Cys Trp lie Val Val Lys Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Phe Ala 

410 415 420 

gac gag cat ccc gga gga tea gtt att agt act tat ttt gga cga gac 13762 
Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser Thr Tyr Phe Gly Arg Asp 
425 430 435 440 

ggc aca gat. gtt tte tct agt ttt cat gca get tct aca tgg aaa att 13 810 
Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala Ala Ser Thr Trp Lys He 

445 450 455 

ctt eaa, gac ttt tac att ggt gac gtg gag agg gtg gag ccg act cea 13858 
Leu Gin Asp Phe Tyr. He Gly Asp Val Glu Arg Val Glu Pro Thr Pro 

460 465 470 

gag ctg ctg aaa gat tte cga gaa atg aga get ett ttc ctg agg gag 13906 
Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg Ala Leu Phe Leu Arg Glu 

475 4 8 o 485 . 

eaa ett ttc aaa agt teg aaa ttg tac tat gtt atg aag ctg etc acg 13954 
Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr Val Met Lys Leu Leu Thr 

490 49S soo 

aat gtt get att ttt get gcg age att gca ata ata tgt tgg age aag 14002 
Asn Val Ala He Phe Ala. Ala Ser He Ala He He Cys Tr^ Ser Lys 
505 510 515 52 o 

act att tea gcg gtt ttg get tea get tgt atg atg get ctg tgt ttc 14050 
Thr He ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys Met Met Ala Leu Cys Phe 

525 530 535 

caa cag tgc gga tgg eta tec cat gat ttt etc cac aat cag gtg ttt 14098 
Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe Leu His Asn Gin Val Phe 
540 545 sso 

^ T t 9C ^ 9&a gtt 960 ggg tat gt * atc SSC aae gee 14146 

Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly Tyr Val He Gly Asn Ala 

555 560 5S5 

gtt ctg ggg ttt agt aca ggg tgg tgg aag gag aag cat aac ctt cat 14194 
Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys Glu Lys His Asn Leu His 

570 575 580 

eat get get cca aat gaa tgc gat cag act tac caa cca att gat gaa 14242 
His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr Tyr Gin Pro He Asp Glu 
585 590 595 goo 

gat att gat act ete ccc etc att gee tgg age aag gac ata ctg gee 14290 
Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp Ser Lys Asp He Leu Ala 
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60S 610 615 

aca gtt gag aat aag aca ttc ttg cga ate etc caa tae cag cat eta 
Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He Leu Gin Tyr Gin His Leu 

620 625 S30 

ttc ttc atg ggt etg tta ttt ttc gee cgt ggt agt tgg etc ttt tgg 
Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg Gly Ser £ L eu Phe £ 

635 640 645 . 

age tgg aga tat ace tct aca gca gtg etc tea ect gte gae agg ttg 
Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu Ser Pro Val Asp Jg Le! 
_ 650 655 660 

ttg gag aag gga act gtt etg ttt eae tac ttt tgg ttc gte ggg aca 
Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr Phe Trp. Phe Sal Sy Thr 

670 675 680 

geg tge tat ctt etc cet ggt tgg aag eca tta gta tgg atg geg gtg 
Ala. Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro Leu Val Tr^ Met S Val 

685 690 695 

act gag etc atg tec ggc atg etg etg ggc ttt • gta ttt gta ctt age 
Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly Phe Val Phe Val Leu Ser 

700 70S 71Q 

eac aat ggg atg gag gtt tat aat teg tct aaa gaa ttc gtg agt gea 
His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser Lys Glu Phe Val Ser Sa 

715 720 725 

cag ate gta tec aca egg gat ate aaa gga aac ata ttc aae gae tgg 
Gin lie Val Ser Thr Arg Asp He Lys Gly Asn He Phe Asn j£ 

730 735 740 * 

ttc act ggt ggc ctt aac agg caa ata gag cat cat ctt ttc cea aca 
Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu His His Leu Phe Pro Z 

750 755 7g0 

atg ece agg eat aat tta aae aaa ata gea cct aga gtg gag gtg ttc 
Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys He Ala Pro Arg Val Glu III Phe 

765 770 
tgt aag aaa cac ggt etg gtg tae gaa gae gta tct att get ace ggc 
Cys Lys Lys Hxs Gly Leu Val Tyr Glu Asp Val Ser He Ala Thr lly 

780 785 790 

act tge aag gtt ttg aaa gea ttg aag gaa gte geg gag get geg gca 
Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu Val Ala La j£ £a 

795 800 805 . 

gag cag cat get ace acc agt taa getagegtta accctgcttt aatgagatat 
Glu Gin His Ala Thr Thr Ser aatgagatat 

810 815 
gegagaegee tatgatcgea tgatatttge tttcaattet gttgtgcaeg ttgtaaaaaa 

aeecaS at f T*^ 9 atCCtta ~* "ggtttcgg ttcattetal tgaatatatc 
aecegttact ategtatttt tatgaataat attcteegtt caatttaetg attgtccgte 
gagcaaattt aeacattgec actaaaegte taaaccettg taatttgttt tt^tttact 

sss aa g ::::: gat ttgcgataaa tttttatatt 

tatttttate £T T° aaCaCttagC aa "tgcaag ttgattaatt gattetaaat 
tct^LT ttCtaaataC ^ataetaat eaaetggaaa tgtaaatatt tgctaatatt 
tctaetatag gagaattaaa gtgagtgaat atggtaeeae aaggtttgga gatttaattg 
t^gcaacget geatggatgg eatataeaee aaacattcaa taattcttga ggataataat 
ggtaecacae aagatttgag gtgcatgaae gteacgtgga caaaaggttt agtaattttt 



14338 



14386 



14434 



14482 



14530 



14578 



14626 



14674 



14722 



14770 



14818 



14866 



14920 



14980 
15040 
15100 
15160 
15220 
15280 
15340 
15400 
15460 
15520 
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caagacaaca atgttaccac acacaagttt tgaggtacat aca.™- 
gtttaaaaat attttggaaa tgatttgcat gga!gccata tSalaa ^ 
ttggaggatg caataatgaa gaaaactaca L^ttac^ c^c^S iTlT^ 
ctatataatg aggattttgc aatactttca ttcatacac! "cact^ H?^ 9 * 
""""" —-a atg get CC g ^g^™ 

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu 
820 

=222222222222222 . 

835 

teg acg cag gaa cgc ctt tgc agt eta tc t t-™, ^ 

Z - «u «. „ , £ s l J[ « 2 £ £ £ = = 

850 

gtc tgc ate gac gga ate ate tat gac etc caa t«, «. 853 

~ *. n. *sp ^ lle Ile ^ Lp £ 2 2 2 2 2 2 

ggg ggt gaa acg ate aaa atg ttt got acre * S r M - ^ 

say «, - r zx. ly . Met ». - 2 2 2 £ 2 2 2 

880 

S 2 2 2 = 2 2 2 2 = 2 2 2 = 2 2 
.2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 2 2 2 2 2 

■ 915- 
aec gaa ttt gaa egc gaa ate aaa caa aaa <-«-„ 

2 - - - «- a. ^ 4 s s " 2 2 2 2 2 2 

930 

cga ggc aag gat ttc ggt act ttg gaa taa ttr- .. 935 

«. «, * «p ». 3ay ^ ^ 2 22 2 2 2 2 2 

945 

tac att gee att ttc ttc tac ctg cag tac cat r aa 95 ° 

*r XV. «. jo. Pne P„e T j: ^ 2 2 2 2 2 2 2 

2 2 2 T" ^ 3 ° C 315 9CC 2 «> ate tec ca« 2 aw att 

"* ser 2 Leu val Ma 171 Gly 119 s « ^ 2 2 2 

975 980 

ggc atg aat gtc caa cac crat- 

3 ly « _ fax 01a * 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

"0 995 
ccc tgg gtc aac gac a t g eta ggc etc ggt gcg gat ttt att ggt 

Leu Gly Leu Gly Ala 
1010 

cag gaa caa cac tgg 
Gin Glu Gin His Trp 
1025 

at g gat ccc gat age 
Met Asp Pro Asp ser 
1040 

gac tat ccc ttg gat 



Pro 
1000 

ggt 

Gly 
1015 
tac 
Tyr 
1030 
cca 



Trp Val Asn Asp Met 
1005 

tec aag tgg etc tgg 
Ser Lys Trp Leu Trp 
1020 

acc aat cac gec gag ' 
Thr Asn His Ala Glu 
1035 

atg etc eta ttc aac 



Asp Phe He Gly 

acc cac cac get 
Thr His His Ala 

ttt ggt gee gaa 
Phe Gly Ala Glu 



15580 
15640 
15700 
15760 
15814 



15862 



15910 



15958 



16006 



16054 



16102 



16150 
16198 
16246 
16294 
16342 
16387 
16432 
16477 



cat ccc get cgt 



16522 
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Pro Met Leu Leu Phe Asn 
1045 1050 
acc tgg eta cat cgc ttt 
Thr Trp Leu His Arg Phe 
1060 1065 
get gga tac tgg ttg tec 
Ala Gly Tyr Trp Leu Ser 
1075 1080 
etc cag caa cgc ggc gca 
Leu Gin Gin Arg Gly Ala 
1090 1095 
get ttc att cac teg cga 
Ala Phe lie His Ser Arg 
1105 mo 
gtg tac att gcg gtg aac 
. Val Tyr lie Ala Val Asn 
1120 H25 
ggc etc gaa tgg tec tgg 
Gly Leu Glu Trp Ser Trp 
1135 H40 
ggt gtg gcg gaa teg etc 
Gly Val Ala Glu Ser Leu 
1150 H55 
cac aat ttc gaa tec gcg 
His Asn Phe Glu Ser Ala 
1165 H70 
aag acg gga gaa cca gtc 
Lys Thr Gly Glu Pro Val 
1180 1185 
tec tgc act tac ggt gga 
Ser Cys Thr Tyr Gly Gly 
1195 1200 
etc aac ttt cag gtt gaa 
Leu Asn Phe Gin Val Glu 
1210 1215 
get tgg tat ccc tac att 
Ala Trp Tyr Pro Tyr lie 
1225 1230 
aaa cac ggc gtc cac tac 
Lys His Gly Val His Tyr 
1240 1245 
ttt etc tec acc gtc cgc 
Phe Leu Ser Thr Val Arg 
1255 1260 
aac tgg cgc cag atg gee 
Asn Trp Arg Gin Met Ala 
1270 1275 



84 

Asp Tyr Pro Leu Asp 
1055 

caa gca ttc ttt tac 
Gin Ala Phe Phe Tyr 
1070 

get gtc ttc aat cca 
Ala Val Phe Asn Pro 
1085 

ctt tec gtc ggt ate 
Leu Ser Val Gly lie 
1100 

cgc aag tat gcg gtt 
Arg Lys Tyr Ala Val 
1115 

gtg att get ccg ttt 
Val lie Ala Pro Phe 
1130 

cgt gtc ttt gga aac 
Arg Val Phe Gly Asn 
1145 

gcg ctg gcg gtc ctg 
Ala Leu Ala Val Leu 
1160 

gat cgc gat ccg acc 
Asp Arg Asp Pro Thr 
1175 

gac tgg ttc aag aca 
Asp Trp Phe Lys Thr 
1190 

ttc ctt tec ggt tgc 
Phe Leu Ser Gly Cys 
1205 

cac cac ttg ttc cca 
His His Leu Phe Pro 
1220 

gec ccc aag gtc cgc 
Ala Pro Lys Val Arg 
1235 

gee tac tac ccg tgg 
Ala Tyr Tyr Pro Trp 
1250 

tac atg cac gcg gee 
Tyr Met His Ala Ala 
1265 

aga gaa aat ccc ttg 
Arg Glu Asn Pro Leu 



His Pro Ala Arg 

atg ccc gtc ttg 
Met Pro Val Leu 

caa att ctt gac 
Gin lie Leu Asp 

cgt etc gac aac 
Arg Leu Asp Asn 

ttc tgg egg get 
Phe Trp Arg Ala 

tac aca aac tec 
Tyr Thr Asn Ser 

ate atg etc atg 
He Met Leu Met 

ttt teg ttg teg 
Phe Ser Leu Ser 

gee cca ctg aaa 
Ala Pro Leu Lys 



cag gtc 
Gin Val 



gaa act 
Glu Thr 



ttc acg gga ggt 
Phe Thr Gly Gly 

cgc atg age age 
Arg Met Ser Ser 

gaa att tgc gee 
Glu He Cys Ala 



ate cac 
He His 



caa aac 
Gin Asn 



ggg acc ggt gee 
Gly Thr Gly Ala 

acc gga egg gcg 
Thr Gly Arg Ala 



1280 

taa agatctgecg gcatcgatcc egggecatgg ectgetttaa tgagatatgc 
gagacgecta tgatcgcatg atatttgett tcaattctgt tgtgcacgtt gtaaaaaacc 
tgagcatgtg tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaatg aatatatcac 



16567 



16612 



16657 



16702 



16747 



16792 



16837 



16882 



16927 



16972 



17017 



17062 



17107 



17152 



17197 



17250 
17310 
17370 
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ccgttactat cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtccgtcga 17430 

cgagctcggc gcgcctctag aggatcgatg aattcagatc ggctgagtgg ctccttcaac 17490 

gttgcggttc tgtcagttcc aaacgtaaaa cggcttgtcc cgcgtcatcg gcgggggtca 17550 

taacgtgact cccttaattc tccgctcatg atcagattgt cgtttcccgc cttcagttta 17610 

aactatcagt gtttgacagg atatattggc gggtaaacct aagagaaaag agcgtttatt 17670 

agaataatcg gatatttaaa agggcgtgaa aaggtttatc cttcgtccat ttgtatgtgc 17730 

atgccaacca cagggttccc ca ~ 17752 

<210> 57 

<211> 290 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 
<400> 57 

Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser 

1 5 10 15 

Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu. Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

20 25 30 

Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro He 

35 40 45 

Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu. Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 

50 55 so 

Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 
65 70 75 80 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 no 

Ser. Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He ■ 

115 120 .125 

Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

I 30 135 140 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 
145 150 . 155 160 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170. 175 

His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

18° 185 190 

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 200 205 

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

210 215 220 

Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys -He 

245 250 255 

Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 
260 265 270 
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Val Gin Lys Tyr lie Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 
275 280 285 

- Thr Glu 
290 

<210> 58 

<211> 525 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum,. Physcomitrella patens 
<400> 58 

Met Val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 

1 5 io 1S 

He Asp Val Glu His He Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 

2 ° 25 3 o 

Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser He Gin 

35 40 45 

Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 

50 55 go 

Val Gin Cys He Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 
65 70 75 SQ 

Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 

85 90 95 

Ser ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 

100 105 no 

His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp He Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 

115 120 125 

Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser 

13 ° 135 140 

Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 
145 155 iso 

Ala ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu 

165 170 ~ 1?5 

Arg Val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg 

180 185 190 

Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 205 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala 

210 215 220 

He He Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
225 230 235 240 

Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 

245 250 255 

Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

2g 0 265 270 

Tyr Val lie Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

. 2/5 280 285 

Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 
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290 29S 300 

Tyr Gin Pro He Asp Glu Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp 
305 310 315 32J 

Ser Lys Asp He Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He 

325 3 30 335 

Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 



345 



Gly Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 
355 360 3g5 

Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 

fc 370 375 380 

Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro 

385 390 395 400 

Leu Val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly 

40S 410 41S 

Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 



420 425 



Lys Glu Phe Val Ser Ala Gin He Val ser Thr Arg Asp He Lys Gly 

435 440 445 

Asn He Phe Asn Asp Trp. Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu 



455. 4 go 

•His His Leu Phe Pro Thr Met Pro Arg His Asn Leu Asa Lys He Ala 
465 470 475 . * 80 

Pro Arg val Glu Val Phe Cys Lys Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp 

48 5 490 495 

Val Ser He Ala Thr Gly Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu 

500 5 o5 510 

Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His Ala Thr Thr Ser 
515 520 5 2 5 



<210> 59 

<211> 469 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 
<400> 59 

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala Val 
5 . 10 



Ala Lys His Asn Ala Ala Thr He Ser Thr Gin Glu Arg Leu Cys Ser 

20 25 3 0 

Leu Ser Ser Leu Lys Gly Glu Glu Val Cys He Asp Gly He He Tyr 

35 40 45 

Asp Leu Gin Ser Phe Asp His Pro Gly Gly Glu Thr He Lys Met Phe 

, 50 55 so 

Gly Gly Asn Asp Val Thr Val Gin Tyr Lys Met He His Pro Tyr His 

70 75 so 

Thr Glu Lys His Leu Glu Lys Met Lys Arg Val Gly Lys Val Thr Asp 
■ 85 90 95 
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Phe Val Cys Glu Tyr Lys Phe Asp Thr Glu Phe Glu Arg Glu He Lys 

100 105 no 

Arg Glu Val Phe Lys He Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

115 120 125 

Gly Trp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr He Ala He Phe Phe Tyr Leu 

130 135 140 

Gin Tyr His Tip Val Thr Thr Gly Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala 
145 150 155 i 6 o 

Tyr Gly He Ser Gin Ala Met He Gly Met Asn Val Gin His Asp Ala 

165 170 175 

Asn His Gly Ala Thr Ser Lys Arg Pro Trp Val Asn Asp Met Leu Gly 

180 185 190 

Leu Gly Ala Asp Phe He Gly Gly Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu Gin 

135 200 205 

His Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 

210 215 220 

Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 
225 230 235 240 

His Pro Ala Arg Thr Trp Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 

245 250 255 

Pro Val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro Gin He 

260 265 270 

Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

275 280 ' 285 

Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Lys Tyr Ala val Phe Trp Arg Ala 

230 295 300 

Val Tyr He Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 
305 310 315 320 

Leu Glu Trp Ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly Val 

325 330 335 

Ala Glu Ser Leu Ala Leu Ala Val Leu Phe Ser Leu Ser His Asn Phe 

340 . 345 350 

Glu Ser Ala Asp Arg Asp Pro Thr Ala Pro Leu Lys Lys Thr Gly Glu 

355 360 365 

Pro Val Asp Trp Phe Lys Thr Gin Val Glu Thr Ser Cys Thr Tyr Gly 

370 375 3 8 o 

Gly Phe Leu Ser Gly Cys Phe Thr Gly Gly Leu Asn Phe Gin Val Glu 
385 390 395 400 

His His Leu Phe- Pro Arg Met Ser Ser Ala Trp Tyr Pro Tyr He Ala 

405 ' 410 415 

Pro Lys Val Arg Glu He Cys Ala Lys His Gly Val His Tyr Ala Tyr 

420 425 430 

Tyr Pro Trp He His Gin Asn Phe Leu Ser Thr Val Arg Tyr Met His 

435 440 445 

Ala Ala Gly Thr Gly Ala Asn Trp Arg Gin Met Ala Arg Glu Asn Pro 

450 455 460 

Leu Thr Gly Arg Ala 
465 
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<210> 60 

<211> 26 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<400> .60 

gaattcggcg cgccgagctc ctcgag 
<210> 61 

<211> 265 
<212> DNA 

<213> artificial sequence, 
<400> 61 

ccaccgcggt gggcggccgc ctgcagtcta gaaggcctcc tgctttaatg agatatgcga 
ZllTtT atCgCatgat aattctgttg tgcacgttgt aaaaaacctg 

agcatgtgta gctcagatcc ttaccgccgg tttcggttca ttctaatgaa tatatcaccc 
gttactatcg tatttttatg aataatattc tccgttcaat ttactgattg tccgtcgacg 
aattcgagct cggcgcgcca agctt H 

<210> 62 

<211> 257 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<400> 62 

ggatccgata tcgggcccgc tagcgttaac cctgctttaa tgagatatgc gagacgccta 
tgatcgcatg atatttgctt tcaattctgt tgtgcacgtt gtaaaaaacc tgagcatgtg 

catatt^r ! CttaCCgCC ggtttCggtt -"ctaatg aatatatcac ccgStacLt 
cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtccgtcga cgaattcgag 240 
ctcggcgcgc caagctt ■ ^ 

257 

<210> 63 

<211> 5410 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<400> 63 



26 



ttttggaaat gatttgcatg gaagccatgt gtaaaaccat gacatccact tggaggatgc 
aataatgaag aaaactacaa atttacatgc aactagttat gcatgtagtc tatataatga 
ggattttgca atactttcat tcatacacac tcactaagtt ttacacgatt ataatttctt 



60 
120 
180 
240 
265 



60 
120 
180 



60 
120 
180 
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catagccagc ggatccgata tcgggcccgc tagcgttaac cctgctttaa tgagatatgc 
gagacgccta tgatcgcatg atatttgctt tcaattctgt tgtgcacgtt gtafaaaacc 
tgagcatgtg tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaSg Statatcac 
ccgttactat cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat ^ccgtcga 
gcaaatttac acattgcoac taaacgtcta aacccttgta atttgttttt a^tttaltS 

sss :«:r tfct 9cgataaatt tttatat * tg ™ 

ll^talT, f CaCttagCaa "tgcaagtt gattaattga ttctaaatta 

"tttgtctt ctaaatacat atactaatca actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 
tactatagga gaattaaagt gagtgaatat ggtaccacaa ggtttggaga tttaattatt 
gcaatgctgc atggatggca tatacaccaa acattcaata altcttgagg ataataatga 
taccacacaa gatttgaggt gcatgaacgt cacgtggaca aaaggttjg taatttttcl 
agacaacaat gttaccacac acaagttttg aggtgcatgc atggLgccc tgtggaaaat 
ttaaaaatat tttggaaatg atttgcatgg aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 
ggaggatgca ataatgaaga aaactacaaa tttacatgca aotagttatg cat^tct 

ta^tttcttc C ttttgCaa tact "«tt catacacact cactaagttt taca^ga^ 
taatttcttc atagccagca gatctgccgg catogatccc gggcoatggc ctgctttaat 
gagatatgcg agacgcctat gatcgcatga tatttgcttt SLtctgtt ££££ 
taaaaaacct gagcatgtgt agctcagato cttaccgccg gtttcagttc LS!!^ 
atatatcacc cgttacta.c gtatttttat gaataatatt ctccgt^ ttt^gatt 
gtccgtcgac gagctcggcg cgccaagctt ggcgtaatca tggtcatagc tgtttccS 
gtgaaattg t tatccgctca caattccaca caacatacga gccggaagca t!aa^«fa 
agcctggggt gcctaatgag tgagctaact cacattaatt gcgttgSct cactSSc 
tttZllt: 9 ggaaaCCt3t ^ccagct gcattaatga ItcggccSc gcgcgg^ 
lllZltltl CgtattgggC ^ tc "ccgc ttcctcgctc actgactcgc tgcgcSSt 
cgttcggctg cggcgagcgg tatcagctca ctcaaaggcg gtaatacggt JtccJS 
atcaggggat aacgcaggaa agaacatgtg agcaaaaggc cagcaaafgg ccagaaacca 
taaaaaggcc gcgttgctgg cgtttttcca taggctccgc ccccctgacg agcZcacaa 
a c a =c!r gC tCaagtCa9a cccgacagga ctataaagat accagg^t 

tccccctgga agctccctcg tgcgctctcc tgttccgacc ctgccgctta ccggSZS 

till t ! tCCCttC " WWtw gctttctcat agctcacgct gta^tatct 
cagttcggtg taggtcgttc gctccaagct gggctgtgtg cacgaacccc ccgttcaacc 
cgaccgotgc gccttatccg gtaactatcg tcttgagtcc aacccggtaa gacacgactt 
atcgccactg gcagcagcca ctggtaacag gattagcaga gcgaggtatj taa™ 
tacagagttc ttgaagtggt ggcctaacta cggcJcaS aglScag tllltlZll 
ctgcgctctg ctgaagccag ttaccttcgg aaaaagagtt ggtagctct-t g^ccggcaa 
acaaaccacc gctggtagcg gtggtttttt tgtttgcaag cagcaaatta llllnl 

SSS r gaagatc ctttgatctt ttcta * gg ** 

aa !!f *T taa ^ gattt tggtcatgag attatcaaaa aggatcttca crtagatcct 
tttaaattaa aaatgaagtt ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctga 

catagttgcc tgactccccg tcgtgtagat aactacgata cgggagggct taccatct™ 
ccccagtgct gcaatgatac cgcgagacco acgctcaccg gctccaStt tat~! ? 
aaaccagcca gccggaaggg ccgagcgcag aagtgg.cc 9 E2£ c^™ 
ocagtctatt aattgttgcc gggaagctag agtaagtagt tcgccacrtta atS^ 
caacgttgtt gccattgcta =aggca tcg t ggtg^cgc tcg^Stg gtatg"^ 
attcagctcc ggttcccaac gatcaaggcg agttacatga tcccccatgt Sgcaaaaa 
agcggttagc tccttcggtc ctccgatcgt tgtcagaagt aagttggccg cSattat! 

SSE a l g ~ tgcataattc tcttactg * c at ™* 

"ctgtgact g a .gagtact caaccaagtc attctgagaa tagtgtatgc ggcgacLac 
ttgctcttgc ccggcgtcaa tacgggataa taccgcgcca catagcagL allllll^l 



240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
. 660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 . 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
.2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
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<210> 64 

<211> 12093 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<400> 64 
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gctcatcatt ggaaaacgtt cttcggggcg aaaactctca aggatcttac cgctgttgag 3240 

atccagttcg atgtaaccca ctcgtgcacc caactgatct tcagcatctt ttactttcac 3300 

cagcgtttct gggtgagcaa aaacaggaag gcaaaatgcc gcaaaaaagg gaataagggc 33 60 

UltllTl f T* 6 " tCataCtCtt """tcaa tattattgaa gcatttatca 3420 

gggttattgt ctcatgagcg gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata aacaaatagg 3480 

ggttccgcgc acatttcccc gaaaagtgcc acctgacgtc taagaaacca ttattatcat 3540 

gacattaacc tataaaaata ggcgtatcac gaggcccttt cgtctcgcgc gtttcggtga 3600 

tgacggtgaa aacctctgac acatgcagct cccggagacg gtcacagctt gtctgtaagc 3660 

ggatgccggg agcagacaag cccgtcaggg cgcgtcagcg ggtgttggcg ggtgtcgggg 3720 

ctggcttaac tatgcggcat cagagcagat tgtactgaga gtgcaccata tgcggtgtga 3780 

aataccgcac agatgcgtaa ggagaaaata ccgcatcagg cgccattcgc cattcaggct 3840 

gcgcaactgt tgggaagggc gatcggtgcg ggcctcttcg ctattacgcc agctggcgaa 3900 

agggggatgt gctgcaaggc gattaagttg ggtaacgcca gggttttccc agtcacgacg 3960 
ttgtaaaacg acggccagtg aattcggcgc gccgagctcc tcgagcaaat ttacacattg 
ccactaaacg tctaaaccct tgtaatttgt ttttgtttta ctatgtgtgt tatgtatttg 
atttgcgata aatttttata tttggtacta aatttataac accttttatg ctaacgtttg 
ccaacactta gcaatttgca agttgattaa ttgattctaa attatttttg tcttctaaat 

acatatacta atcaactgga aatgtaaata tttgctaata tttctactat aggagaatta 4260 

aagtgagtga atatggtacc acaaggtttg gagatttaat tgttgcaatg ctgcatggat 4320 

ggcatataca ccaaacattc aataattctt gaggataata atggtaccac acaagatttg 4380 

aggtgcatga acgtcacgtg gacaaaaggt ttagtaattt ttcaagacaa caatgttacc 4440 

acacacaagt tttgaggtgc atgcatggat gccctgtgga aagtttaaaa atattttgga 4500 

aatgatttgc atggaagcca tgtgtaaaac catgacatcc acttggagga tgcaataatg 4560 

aagaaaacta caaatttaca tgcaactagt tatgcatgta gtctatataa tgaggatttt 4620 

gcaatacttt cattcataca cactcactaa gttttacacg attataattt cttcatagcc 4680 

agcccaccgc ggtgggcggc cgcctgcagt ctagaaggcc tcctgcttta atgagatatg 4740 

cgagacgcct atgatcgcat gatatttgct ttcaattctg ttgtgcacgt tgtaaaaaac 4800 

ctgagcatgt gtagctcaga tccttaccgc cggtttcggt tcattctaat gaatatatca 4860 

cccgttacta tcgtattttt atgaataata ttctccgttc aatttactga ttgtccgtcg 4920 

agcaaattta cacattgcca ctaaacgtct aaacccttgt aatttgtttt tgttttacta 4980 

tgtgtgttat gtatttgatt tgcgataaat ttttatattt ggtactaaat ttataacacc 5040 

ttttatgcta acgtttgcca acacttagca atttgcaagt tgattaattg attctaaatt 5100 

atttttgtct tctaaataca tatactaatc aactggaaat gtaaatattt gctaatattt 5160 

ctactatagg agaattaaag tgagtgaat;a tggtaccaca aggtttggag atttaattgt 5220 

tgcaatgctg catggatggc atatacacca aacattcaat aattcttgag gataataatg 5280 

gtaccacaca agatttgagg tgcatgaacg tcacgtggac aaaaggttta gtaatttttc 5340 

aagacaacaa tgttaccaca cacaagtttt gaggtgcatg catggatgcc ctgtggaaag 5400 



4020 
4080 
.4140 
4200 



5410 



gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 
gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 
tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 



60 
20 
180 
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ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 
atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agoctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 
ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 
tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 
gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 
tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgotcgacgc actggccgaa gcLtgctgg 
cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 
llTcllTl Ca9CttCag9 ca ^cgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 
tclll^all !' Cg99CgCa cc ^tgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 
gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 780 
ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 
ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgLgaag 
ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 
ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 
tgccggagcg oaacccactc actacagoag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 
ccaccgcgtc agacgoocgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 
ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 
gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatoag ctcactcaaa 
ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 
lllllT^ ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

llal^lltl ! a T gCatC aCaaaaatC ^ ^tcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 
aggactataa agatacoagg cgtttccccc tggaagctoc ctogtgcgct ctcctgttcc 1500 
gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcg^ttt 
ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 
tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 
9ggCa99ata ^tgaagtag gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 
ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggcogg 
ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaacLggl i 8S0 
agggcagocc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 
aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 
aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 
tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacocgcgc acggcgcggt 
TclltT'l Ca : 9atCCtC ^tgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 
gcaaggtcat gatgggogtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgotaa 
aacggccggg gggtgcgcgt: gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 
gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcaoc gaogagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 
gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 
cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 
cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 
cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 

lllZlllll 9CCt ! gCaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 

gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggSt 

ITottttt ": g9CCaCC cttttaacct gcttttaaac caatatttat 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccot gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 
tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatco ccccaggggc 

Sf CgaaC ggCCtCaCCC «=— tggc agcgctggca gtccttgcca JUbU 
t.^ggg.,. cggggcagna acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 
ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 318 



240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 



840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 



1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 



1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3 060 
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gcggcctggg 

cggggccggc 

tgttcggggg 
gtatgaaaac 
ctaccaagac 
tactgataag 
ggcaaggcat 
tgcatggact 
attgggtaat 
tgtcatgcag 
gctgcctcag 
gcagctttcc 
cgtcaaaggg 
atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 
gaaaaggaca 
gaacggcatg 
gaagagtatg 
aggctctttc 
ttagccgaat 
gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 



tggcggcctg 
aatttttacc 
tgcgataaac 
gagaattgga 
gaagaggatg 
ataatatatc 
aggcagcgcg 
aatgcttgaa 
gactccaact 
ctccaccgat 
attcaggtta 
cttcaggcgg 
tgacagcagg 
aacaaccgtc 
cccgacatag 
tatgcgcgag 
ccaacgccca 
attttctggt 
cggcagtgag 
ccgtcagtag 
aaacaccatc 
atcggctccg 
ttctggtatt 
ttagcttctt 
aaatgagaat 
cggaaggaat 
taaaaatgac 
tgatgctatg 
atggctggag 
aagatgaaca 
actccatcga 
tggattactt 
ctccatttaa 
aacttgtctt 
taagtggctt 
tctgcgtccg 
acttactggg 
tgttttagta 
ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
gggtcaaatc 
gggtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 



cccttcactt 
ttgggcattc 
ccagcgaacc 
cctttacaga 
aagaggatga 
ttttatatag 
cttatcaata 
acccaggaca 
tattgatagt 
tttgagaacg 
tgccgctcaa 
gattcataca 
ctcataagac 
ttccggagac 
ccccactgtt 
gttaccgact 
taatgcgggc 
gcgtaccggg 
agcagagata 
ctgaacagga 
atacactaaa 
tcgatactat 
taaggtttta 

ggggtatctt 

atcaccggaa 
gtctc.ctgct 
ggacagccgg 
gctggaagga 
caatctgctc 
aagccctgaa 
catatcggat 
actgaataac 
agatccgcgc 
ttcccacggc 
tattgatctt 
gtcgatcagg 
gatcaagcct 
cctagatgtg 
agtgttttgg 
tcgtgcaggg 
ccgacttcat 
aggaataagg 
atcggacgtt 
aggatgccga 
ccgtcggctc 
ctccccctgc 
aggcggcagg 
agcgaaaaac 
tgctgaaaca 
cgtggccgga 



93 

cggccgtcgg 
ttggcatagt 
atttgaggtg 
attactctat 
ggaggcagat 
aagatatcgc 
tatctataga 
ataaccttat 
gttttatgtt 
acagcgactt 
ttcgctgcgt 
gcggccagcc 
gccccagcgt 
tgtcatacgc 
cgtccatttc 



ggcattcacg 
ggtcgcgggt 
ataggtaaga 
gaagcgccat 
tgccttgaat 
cgtatgtaag 
atgggcaaag 
agcttgtaaa 
cagataatgc 
ccgtcccagc 
atatcgcttg 
atccgtcatc 



gacttcatgg 
gccgtgctcg 
ttataccgag 
atttaaaaag 
atattgacaa 
gatttcaggg 
cataaaaact 
ttctatcata 



gcggcctgag 
tgttgcccgg 
ttgagaagcg 
gcgctgatgt 
gggacagctg 
tcagtaagtt 
gttatacgcc 
gaatgcaagg 
taaatactgt 
ttgaaaaaac 



aaggtatata 
tataaaggga 
aagctgcctg 
atgagtgagg 
aagattatcg. 
tgtccctata 
gatctggccg 
gagctgtatg 
gacctgggag 
gggagaagcg 
gaggatatcg 
gattgggaga 
gcgcaacgat 
ctctcaggcc 
caagattcgg 
tgccgataag 
gcacattgcc 
tgaccggaag 
aaccatcgca 
gatggtccag 
cctgcccgcg 
tttggcgaag 
cgccggcgag 
cacgaagcag 
cacgatgcga 



cgccatagtg 
gtaaaacagc 
cgcgcagacg 
ttttttaagt 
catccaacgc 
gtgtaagtga 
ccggcggtgc 
atagacacag 
ggcagcatca 
aactttgaaa 
aacagtgaat 
agaaaagagg 
tgatcgaaaa 
agctggtggg 
ccacctatga 
ttccaaaggt 
ccgatggcgt 
agctgtatgc 
cgaatagctt 
at gtggattg 
attttttaaa 



acagcaacat 
gcagggcgga 
gggaagaaca 
aaataaaata 
gccggcgaca 
gaggcccacg 
aataccaagt 
gtggattatc 
ccggcgtgag 
gcatacaggc 
agccgcaccg 
caagctacgg 
ccatcggccg 
• tcgatgacca 
gacctggcaa 
cagatcaagg 
gcgatgccaa 



ccgatgactt 
cgtgccaggt 
ctgattacgt 
catatcacca 
cgttcaccga 
cagcgctggc 
atgacgtcac 
gacgtaaaat 
cattcatggc 
actgcagttg 
ttttgccgtt 
aagccactgg 
cccataattg 
acaactttga 
tggagttcgt 
aaggaaataa 
ataccgctgc 
agaaaatgaa 
tgtggaacgg 
cctgcacttt 
cctttgctcg 
ggagtgcatc 
agacagccgc 
cgaaaactgg 
gacggaaaag 
ctttgtgaaa 
caagtggtat 
gtatgtcgag 
ttatatttta 
agcaggagcg 
gcaagtattt 
acgagaagga 
tggacaccaa 

tc ggggcaat 

aagaactgat 
tcatgcgtgc 
ccaagatcga 
cc gtggagcg 
tcgacacgcg 
aacaggtcag 
aaatgcagct 
acgacacggc 



3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 

3720 

3780 

3840 

3900 

3960 

4020 

4080 

4140 

4200 

4260 

4320 

4380 

4440 

45.00 

4560 

4620 

4680 

4740 

4800 

4860 

4920 

4980 

5040 

5100 

5160 

5220 

5280 

5340 

5400 

5460 

5520 

5580 • 

5640 

5700 

5760 

5820 

5880 

5940 

6000 

6060 

6120 

6180 
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ggSttSc llTatT^T 9—tceeg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 

ggtcattttc cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgcgaac 6300 
cgacgatgac gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgc! cccctaSgg 6360 

cc^Zr aCCttCaC9t ^tacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 642 

ccggtattac acgaaggccg aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cLta^ctt till 

cacgtccgac cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgS tccgcg^cct 6sIo 

ggaccgtggc aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggLa tcgtcSgct 6600 

gtttgctggc gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcLgc tgtcg™ 6660 

ggcccgacgg atgttcgact atttcagctc gcaccgggag ccgtacccgc tSagctJa 6720 

aaccttccgc ctcatgtgcg gatcggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcg^caSt 6780 

cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gg^caaS TsTo 

tzizz g r ag99cct t9t9g9stca '**~«^ iiT^z: : 

IZZlllT " aCtggCat ttc **^ca agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 6360 

toagtatcgc tcgggacgca cggcgcgctc tacgaactgc cgataaacag aggattaaL 7020 

ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga cggcttggag cggccgacgt gSggatttc 7 80 

cgcgagatcc gattgtcggc cctgaagaaa gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag lllo 

cacgaggaga aaaagcccat ggaggcgttc gctgaacggt tgcgagltgc c^ggcattc 7^0 

ggcgcctaca tcgacggcga gatcattggg ctgtcggtct tcaaaLgga ggacggcccc 7260 

aaggacgctc acaaggcgca tctgtccggc gttttcgtgg agcccgaaoa gcgaggccga 7320 

ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg ccggcgggtt tattgctcgt ga^tc^ 7380 

cgacagattc caacgggaat ctggtggatg cgcatottca tcctcggcgc LtSatSt lllo 

tcgctattct ggagcttgtt gttftttog gtctaccgcc tgccgggcgg gg^cgcggca 7500 

acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct SSS 7560 

ccgatacgat tgatggcggt cctgggggct atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 7620 

gtgttgacac caaacgcagc gctagatcct gtcggcgtcg cagcglgc^t ggcggg^cg 7680 

gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctcccgt gcctctgctc 77^0 

tttaaSr 9 C<=t99CaaCt ggC ^ CC ^ a ^acttctgc tcgttccagt agctt^g 7800 

tttgatccgc caatccogat gcctacagga accaatgttc tcggcctggc gtggctcS 7860 

acStSS ^ ttaaC CtaCttCCtt tggttccggg ggatctcgcg ac^cgaacct 7920 

acagttgttt ccttactggg ctttctcagc cccagatctg gggtcgatca gccggggatg 7980 

catcaggccg acagtcggaa cttcgggtcc ccgacctgta ccattcggtg agcaltggat 8o!o 

aggggagttg atatcgtcaa cgttcacttc taaagaaata gcgccactcf gcttcctcaa Hoo 

cggctttatc cagcgatttc ctatf tgtc ggcatagtto tcLgatcga cagcctgtca 8160 

cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg ataattcgga tctctgcg!g gg^tgata 8220 

tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc gttacaatca acatgctacc cLcgcgaaa «280 

tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt tgecgttctt ccgaatagj tcggtaacS 8340 

gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct occgctgacg ccgtcccgga ct^tgggct 8400 

S5 =FF == = = =5= =E 

5=2= =s= s~ s= 5~ = ~j «- 

5S i= ~ ===== = === 

gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa aaccgtctat cagggcgatg gcccactaca 8820 

tgaaccatca cccaaatcaa gttttttggg gtcgaggtgc cgSaagcac taaScggS 8880 

ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaacg tggcgagaaa l 9 l 0 

ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggcgc cattcaggct gcgcaactgt tgggaagggc 00 

gattal^t 9 £ST ** ^"ggcgaa agggggatgt gctgca^gc 9060 

Sttat^cc ^ ^ g93ttttCCC ^cacgacg ttgtaaaacg acggccagtg 912^ 

aattaattcc catcttgaaa gaaatatagt ttaaatattt attgataaaa taacaagtca 9!80 
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ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
. gcttccatcc 
gtagccggat 
' gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
atcacccgtt 
gtcgacgaat 
gctccttcaa 
ggcgggggtc 
ccttcagttt 
gagcgtttat 
tttgtatgtg 



tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 

ggggtcataa 

atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tcgagctcgg 
cgttgcggtt 
ataacgtgac 
aaactatcag 
tagaataatc 
catgccaacc 
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aacataaatt tattgatgca agtttaaatt cagaaatatt 
ctggtacatt gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 
gatatagcta gcttagctca tcgggggatc cgtcgaagct 
gaactcgtca agaaggcgat agaaggcgat gcgctgcgaa 
aagcacgagg aagcggtcag cccattcgcc gccaagctct 
caacgctatg tcctgatagc ggtccgccac acccagccgg 
aaagcggcca ttttccacca tgatattcgg caagcaggca 
atcctcgccg tcgggcatgc gcgccttgag cctggcgaac 
ctgatgctct tcgtccagat catcctgatc gacaagaccg 
tcgctcgatg cgatgtttcg cttggtggtc gaatgggcag 
cagccgccgc attgcatcag ccatgatgga tactttctcg 
caggagatcc tgccccggca cttcgcccaa tagcagccag 
aacgtcgagc acagctgcgc aaggaacgcc cgtcgtggcc 
ctcgtcctgc agttcattca gggcaccgga caggtcggtc 
cccctgcgct gacagccgga acacggcggc atcagagcag 
gtcatagccg aatagcctct ccacccaagc ggccggagaa 
ttcaatccaa gctcccatgg gccctcgact agagtcgaga 
ttggataccg aggggaattt atggaacgtc 
tagctgatag tgaccttagg cgacttttga 
ttagctcatt aaactccaga aacccgcggc 
cagttccaaa cgtaaaacgg cttgtcccgc 
ttaattctcc gctcatgatc ttgatcccct 
catccagttt actttgcagg gcttcccaac 
cggttcgctt gctgtccata aaaccgccca 
agctacctgc tttctctttg cgcttgcgtt 
attcatccgg ggtcagcacc gtttctgcgg 
gcagcccttg cgccctgagt gcttgcggca 
gcgcgccgag ctcctcgagc aaatttacac 
ttgtttttgt tttactatgt gtgttatgta 
actaaattta taacaccttt tatgctaacg 
ttaattgatt ctaaattatt tttgtcttct 
aatatttgct aatatttcta ctataggaga 
tttggagatt taattgttgc aatgctgcat 
tcttgaggat aataatggta ccacacaaga 
aggtttagta atttttcaag acaacaatgt 
ggatgccctg tggaaagttt aaaaatattt 
aaaccatgac atccacttgg aggatgcaat 
tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 
ctaagtttta . cacgattata atttcttcat 
cagtctagaa ggcctcctgc tttaatgaga 
tgctttcaat tctgttgtgc acgttgtaaa 
ccgccggttt cggttcattc taatgaatat 
aatattctcc gttcaattta ctgattgtcc 
gaggatcgat gaattcagat cggctgagtg 
caaacgtaaa acggcttgtc ccgcgtcatc 
ctccgctcat gatcagattg tcgtttcccg 
gatatattgg cgggtaaacc taagagaaaa 
aagggcgtga aaaggtttat ccttcgtcca 
cca 



gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 



cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
cgcgcctcta 
ctgtcagttc 
tcccttaatt 
tgtttgacag 
ggatatttaa 
ac agggttcc 



9240 
9300 
9360 
9420 
9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 
11880 
11940 ' 
12000 
12060 
12093 
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<210> 65 



<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<221> 
<223> 



12085 
DNA 

artificial sequence 
misc_feature 



<400> 65 

gatctggcgc 
gcgcccagca 
tagtgggcgg 
ataatcaggc 
atgttgggtt 
ttctttatca 
tgacaaagtt 
gcgtagacgg 
tttactggca 
cggagaatca 
.ggaatgcccg 
ccggcacgcg 
gcgaggcggg 
ctgttggggc 
ccgttgaaca 
ccggtccgga 
ggaggctcgt 
tgccggagcg 
ccaccgcgtc 
ccaagcctca 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 
gaccctgccg 
ccgctgcata 
tcgcacgata 
ggcgtcagcc 
ctgtccctta 
ctaccgccgg 
agggcagccc 
aggcggcggc 
aaatcacggg 

tgggccgcct 

tcggtgatgc 
gcaaggtcat 



cggccagcga 
caggtgcgca 
tgacgtcgtt 
cgatgccgac 
tcacgtctgg 
ctgataagtt 
gcagccgaat 
tctgacgaca 
cttcaggaac 
tacgcattcg 
cagcttcagg 
accgggcgca 
tttttcggcc 
cgtgcttgag 
ggctccgctc 
cgcagcgttc 
tgtcaggaac 
caacccactc 



agacgcccgt 
cggccgcgct 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
accctgcttc 
tacaggattt 
gggcaggata 
ttcgcacctg 
cgtaacagat 
acctatcaag 
ggccggcatg 
cgtcgtggac 
gargcggcctg 
cacgatccte 
gatgggcgtg 



gacgagcaag 
ggcaaattgc 
cgagtgaacc 
agcgtcgagc 
cctccggacc 
ggtggacata 
acagtgatcc 
cgcaaactgg 
aagcgggcgc 
gtgccgagag 
caggcgctgc 
ccgcagatgg 

ggggacgccg 

gagcaggccg 
tcgccgctgt 
gagcagggac 
gttgaaggac 
actacagcag 
agcagcccgc 
cggcctctct 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 

ggggtcatta 

tgccaaaggg 
ggtgaagtag 
gcggtgctca 
gagggcaagc 
gtgtactgcc 
agcctgtcgg 
tatgagcacg 
ctgaaactct 
gccctgctgg 
gtccgcccga 



attggccgcc 
accaacgcat 
agatcgcgca 
gcgacagtgc 
agcctccgct 
ttatgtttat 
gtgccgccct 
cggaacggtt 
tgctcgacgc 
ccgacgacga 
tcgcctaccg 
aaa cggc cga 
tcaatgcgct 
gcgacagcga 
tgcgggccgc 
tcgcggtgat 
cgagaaaggg 
agccatgtag 
tacgggcttt 
ggcggccttc 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 
tagcgatttt 
ttcgtgtaga 
gcccacccgc 

ac gggaatcc 

ggatggctga 
ttccagacga 
cctacctgct 
tccgcgagct 
ggctcaccga 
cgaagatcga 
gggcagagcc 



gcccgaaacg 
acagcgccag 
ggaggcccgg 
tcagaattac 
ggtccgattg 
cagtgataaa 
ggacctgttg 

gggggttcag 

actggccgaa 
ctggcgctca 
cgatggcgcg 
cgcgcagctt 
gatgacaatc 
tgccggcgag 
gatagacgcc 
tgtcgatgga 
tgacgattga 
acaacatccc 
ttcatgccct 
tggcgctctt 
gcggtatcag 
ggaaagaaca 
ctggcgtttt 
cagaggtggc 
ctcgtgcgct 
tcgggaagcg 
ttcggtatat 
ctttccttgg 
gagcgggtgt 
tgctctgcga 
tgaaaccaag 
acgaagagcg 
ggccgtcggc 
ggcccgcatc 
cgacccgcgc 
agagaagcag 
atgacttttt 



atccgacagc 
cagaatgcca 
cagcaccggc 
gatcaggggt 
aacgcgcgga 
gtgtcaagca 
aacgaggtcg 
cagccggcgc 
gccatgctgg 
tttctgatcg 
cgcatccatg 
cgcttcctct 
agctacttca 
cgcggcggca 
ttcgacgaag 
ttggcgaaaa 
tcaggaccgc 
ctcccccttt 
gccctagcgt 
ccgcttcctc 
ctcactcaaa 
tgtgagcaaa 
tccataggct 
gaaacccgac 
ctcctgttcc 
tggcgctttt 
ccatcctttt 
tgtatccaac 
tccttcttca 
ggctggccgg 
ccaaccagga 
attgaggaaa 
cagggctaca 
aatggcgacc 
acggcgcggt 
gacgagcttg 
tagccgctaa 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
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aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 
gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcg^tSc HZ 
gacgctcacc gggctggttg ccctcgcogc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaS 2400 

lltlZZ 22 tBtBO 9agacaccgc 99CC9Ccgg * ESS a« 

^!o 9 ^!! aactt ^cc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 
cgactcacoc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggLSS 2580 
gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgaglt tcccSSt lllo 
gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacJtgaggg gcgcgactac 2700 
■tllZTT «"gacact tgaggggcag agtgctgS g^ggggc 276 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaSg^tt 2820 
ccgcccgttt ttcggccacc gctaacctgt cttttaacct a r.*-*Z- 9 caa 3ggttt 2820 

aaacctttrn- m-*-L„„= ^ ctxttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 

I " taacca 99 gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 
tltZ T tCtCgaaCCC tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggo 300S 

tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtcctScca 3060 

ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccgga!gca llto 

ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca gg^gccgggc ag^gcg 3^0 

gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtcgg ggcattcacg ga^ttStga 32I0 

• oggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt Iccgtg^tcg 330S 

tttlllT tgCgataaaC " a *<* aa ~ a ttt gagg tg ataggtaaga JtaSccgag 33 

ItlllT ga9aattgga cct " a <= a S* attactctat gaagcgccat atttaaaLg 3420 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacal 3480 

tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgLag gatttcaggg 3540 

sss: cttatcaata tatctataga atg ™ " at - aaa - 

tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3660 

attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagatLtgc ccgatgactt 3720 

tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgccag^ \™ 0 

gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctaattlcS llln 

gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccag^ atccgtcatc catatcacca IZ 

cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt: cgccltagtg cgltcaccga 3960 

acaaSr " C " CC * :e tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 402 

gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtSc 4080 " 

a^llllT tatgCgCgag * tta ~* a <* g=ggcctgag ttttttaagt gacgt^aat TxTo 

cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 4200 

ccaSSa a "": t tg9t gtgtaagtga actgcagttg 42 

ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccatt 4320 

-gcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg aJgacLfg aagccactgg 4380 

ITatlZT aaaCaCCatC at — taaa tcagtaagtt ggcagcatca cc=ataat!g lllo 

tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaaotttgl 4500 

cttS f ! tCt9gtatt taa ^"tta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 4560 

tlltt T ttag ° ttCtt ^ggtatctt taaatactgt agaaaagagg a!ggaaat!a Tell 

taaatggcta aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgLS ataccgctgc 4680 

l^llllltt 9tCtCCtgCt aa ^— a agctgg t ggg agaaaatgaa 7 

aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4 800 

gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt octgcacttt 4860 

gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctca llto 

== = = 3= =52 ZSZ 

== =r =5=5 r = ~ 

cccgaagagg aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaa! 522^ 
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SSSS £~ "~—» 9C * 393 ^ —«■■«« 

etutttct, ^n*'" 09 9tatg tc gag 

ctggatgaac tgttttal? 9 *>"»S*9» aaataaaata ttatat«ta 

cacegaettc JccgcaSa agSS?!? 9~95=ga=« agcaggagcg 

gggcaagggg tcgct'ggtat JSSSJ f r^"* 
cggccagacg gtctacggga cog,^ 9 ? ~5 £~ ST" 
ggcaccaggc gggtcaaate o CTrTSa=s+ . 9 a^ggactatc tggacaccaa 

cccgcaagga ££££ ~S tc ggggC aat 
c g ac g c gggg ttttcc g cc 3 a gg Scc g a llllZT 3 gCatSCag9C aa ^=t g at 
grccccgcgaa accttcca g ? cc^cagctc 9 agCCgCaCCg tctgogtgc 

. g c gcga ca gc gtgc aact gg ct«=cct g c Stoic* 9 ««B«toga 
ttc gcg tc g t ctcgaaca^ ag 2 tttaaca 9 ! CatCggCCg cc ^^ gcg 
aggaactatg acgaccaag! aacaSaalc ^ * ^tgacca tc g acac gcg 
c g a ggc =aa g ca ggc c gcg t tgctaaaaca SET" gaCCtggCaa 
tteottgtte gatattgcgc cac^* 9 CagatCaag * — tg«get 

cc g ctot g cc ctgttcacca c g 2caac 9 a ll^T** 

ggtcattttc caccrtcaaca arf™^ ^aaatcccg c g c g a ggcgc t g caaaacaa 
c g ac g at gac g«SS£ &CCggCgtcg 
cgagccgatc accttcacgt SSSS ^ ggag tac g c g aa gcg ca cccotatc gg 
ccggtattac ac g aa gg ccg S "*«*M»e ct gggctgg t c g atcaat gg 
cac g tcc g ac c g c g tt g gg 9 ^! gCgccta « ggcg ac gg c g at gggct t 

ggac Cgtgg c a! g ^!c 9 t ccoatt^ Ctgcacc *<* tccgegtect 

g t ttg ct ggc g accactaca caSattcat ff ^ 9aCgag * aaa tc g tc g t g ct 
ggcccgacgg Ljttcgact atScaactc at999agaag tacc *caa gc tgtcgcegac 
aaccttoc gc ctcatXcg aatcaaS gCaC ° gggag «W«««ga tcaa gc t gga 
cggcgaagL taogSS aa g aa gtggc g c gag ca ggt 

t g ac Ctggtg iioSE SSSS 9a r cgcct -wto-tB. 

a g cca gcg ct ttactggcat tt«™ tgt9gggtCa 9 ttcc SrSJct g gggg ttca gc 
tca g tatc g c t c ggg !cgcl "3 3 a * C ^ ca <* 3ctc g ac g ca ctt g cttc g c 
tt g acaat? g tgatSaggc tcIaS? taC9aaCtgc ^ataaaca g a gg attaaaa 

c^atc 9 g i a tg a : g9 c tTtiizi: : 9 r tt99a9 cggccga ^ ^ agg a tttc 

cac gagg a g a Laagccclt ST*"* tgttC ^ tc c g ttta Cg a g 

^cgcctaca tc g ac ggcga ~£ S 

aa gg ac gc tc acaa ggcg ca tctgtccglc ^tttStaa S^"*** SWceo 

g gggt c gC c g gtatg c tg c t gcggg = g t 9 g ssss sss rr 9ccga 

ccraoagatto caacgggaat ct ggtgg at g cgcacctt™ ^" gCtCgt S*tgategtc 
tcgctattct ggaaettott atS-H* c 9 cac cttca tcctc ggcg c acttaatatt 

ac ggtaggcg ^srs ™^ g ™ g - ggt c gcggcg 

cc g atac g at t g at ggcggt LtLS^ttS^T C ' 9CCgCtCt 
g t g tt g acac caaacgcagc gotSS «~ ? =t gcgggcg t ggcg c tg tt g 
gtt tccat gg cgttcJgJc SS^c Ca9C9ggCCt 
a=ctttacc g cct ggC aact gg c gg cc gg a ^ t^" 9 ' 9CCtCtgCtC 
ttt g atcc g c caatcccgat acctL™ " aCttct 5 c tc g ttcca g t a gc ttta gtg 
=t g atc gg ! g egggtSE ctacttccS SST^ tCggCCtggC «^ 
aca g tt g ttt ccttact ggg ctttctca^ ^ gttCCggg 99*totcgeg actcgaacct 
catcaggccg aca g tc gg S cttcgactcc T**?** gggtCgatca ^c gggga t g 
a ggggag tt g atatcjcaa c^tcacttc tllT T C<=attCggtg ^aat gga t 
c gg cttta t c cagcgLttc SSJS SSSS ™tca g cttcc t ca g 
c ggtt aa gcg ag aaa tg aa t aa.aaggLg a 9 ^ 



5280 
5340 
5400 
5460 
5520 
5580 
5640 
5700 
5760 
5820 
5880 
5940 
6000 
6060 
6120 
6180 
6240 
6300 
6360 
6420 
6480 
6540 
6600 
6660 
6720 
6780 
6840 
6900 
6960 
7020 
7080 
7140 
7200 
7260 
7320 
7380 
7440 
7500 
7560 
7620 
7680 
7740 
7800 
7860 
7920 
7980 ' 
8040 
8100 
8160 
8220 
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tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
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ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 
agtggtgatt 
tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 



agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 
ggggtcataa 
atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 



ctctgtcatc 
gcagcttagt 
caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 
srtggtttttc 
tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aagggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 
gagcgggcgc 
ctattacgcc 
gggttttccc 
gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 



gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 



gttacaatca 
tgccgttctt 
cccgctgacg 
ctgccggtcg 
gacgcttaga 
ttttcaccag 
gcagcaagcg 
cgaaatcggc 
tccagtttgg 
aaccgtctat 
STtcgaggtgc 

ac ggggaaag 

cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag. 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 



acatgctacc 
ccgaatagca 
ccgtcccgga 

gggagctgtt 

caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt' 
aacaagagtc 
cagggcgatg 
cgtaaagcac 
ccggcgaacg 
gcgcaactgt 

agggggatgt 

ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 
tcgggggatc 
agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 

a srgggaattt 

tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 



ctccgcgaga 
tcggtaacat 
ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagccag 
cgtcgtggcc 
caggtcggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 



8280 
8340 
8400 
8460 
8520 
8580 
8640 
8700 
8760 
8820 
8880 
8940 
9000 
9060 
9120 
9180 
9240 
9300 
9360 
9420 
9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
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tttgaggtgc atgaacgtca cgtggacaaa aggtttagta atttttcaag acaacaatgt 11280 

taccacacac aagttttgag gtgcatgcat ggatgccctg tggaaagttt aaaaatattt 11340 

tggaaatgat ttgcatggaa gccatgtgta aaaccatgac atccacttgg aggatgcaat 11400 

aatgaagaaa actacaaatt tacatgcaac tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 11460 

ttttgcaata ctttcattca tacacactca ctaagtttta cacgattata atttcttcat 11520 

agccagcgga tccgatatcg ggcccgctag cgttaaccct gctttaatga gatatgcgag 11580 

acgcctatga tcgcatgata tttgctttca attctgttgt gcacgttgta aaaaacctga 11640 

gcatgtgtag ctcagatcct taccgccggt ttcggttcat tctaatgaat atatcacccg 11700 

ttactatcgt atttttatga ataatattct ccgttcaatt tactgattgt ccgtcgacga 11760 

attcgagctc ggcgcgcctc tagaggatcg atgaattcag atcggctgag tggctccttc 11820 

aacgttgcgg ttctgtcagt tccaaacgta aaacggcttg tcccgcgtca tcggcggggg 11880 

tcataacgtg actcccttaa ttctccgctc atgatcagat tgtcgtttcc cgccttcagt 11940 

ttaaactatc agtgtttgac aggatatatt ggcgggtaaa cctaagagaa aagagcgttt 12000 

attagaataa tcggatattt aaaagggcgt gaaaaggttt atccttcgtc catttgtatg 12060 

tgcatgccaa ccacagggtt cccca 12085 

<210> 66 

<211> 12079 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<400> 66 

gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 60 

gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 

tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 240 

atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 

gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 

ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 

gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc age tact tea 780 

ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggecg gegacagega tgeeggegag cgcggcggca 840 

ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgee ttcgacgaag ' 900 

ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tegeggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 1020 

tgccggagcg caacccactc actacagcag agecatgtag acaacatccc ctcccccttt 1080 

ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggegctett ccgcttcctc 1200 

gctcactgac tcgctgcgct eggtegtteg getgeggega gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggeggtaata eggttatcca cagaatcagg ggataacgea ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

aggecagcaa aaggccagga acegtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg aegctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

aggactataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

gaccctgccg ettaceggat acctgtccgc ctttctccct tegggaageg tggcgctttt 1560 
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ccgctgcata 
tcgcacgata 
ggcgtcagcc 
ctgtccctta 
ctaccgccgg 
agggcagccc 
aggcggcggc 
aaatcacggg 
tgggccgcct 
tcggtgatgc 
gcaaggtcat 
aacggccggg 
gacttcgcgg 
gacgctcacc 
cgcgccagaa 
cctcgcggaa 
cgactcaccc 
gagctggcca 
gatgtggaca 
tgacagatga 
gcacctattg 
ccgcccgttt 
aaaccttgtt 
tgccccccct 
tgcgcccctc 
ttgccgggat 
ttgacgtgcc 
gcggcctggg 

c srgggccggc 

tgttcggggg 
gtatgaaaac 
ctaccaagac 
tactgataag 
ggcaaggcat 
tgcatggact 
attgggtaat 
tgtcatgcag 
gctgcctcag 
gcagctttcc 
cgtcaaaggg 
atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 



accctgcttc 
tacaggattt 
gggcaggata 
ttcgcacctg 
cgtaacagat 
acctatcaag 
ggccggcatg 
cgtcgtggac 
gggcggcctg 
cacgatcctc 
gatgggcgtg 
gggtgcgcgt 
agctggtgaa 
gggctggttg 
acgccgtcga 
aacttggccc 
ggcgcggcgt 
gcctcgcaaa 
agcctgggga 
ggggcgcgat 
acatttgagg 
ttcggccacc 
tttaaccagg 
tctcgaaccc . 
ggccgcgaac 
cggggcagta 
gcaggtgctg 
tggcggcctg 
aatttttacc 
tgcgataaac 
gagaattgga 
gaagaggatg 
ataatatatc 



aggcagcgcg 
aatgcttgaa 
gactccaact 
ctccaccgat 
attcaggtta 
cttcaggcgg 
tgacagcagg 
aacaaccgtc 
cccgacatag 
tatgcgcgag 
ccaacgccca 
attttctggt 
cggcagtgag 
ccgtcagtag 
aaacaccatc 
atcggctccg 
ttctggtatt 



ggggtcatta 

tgccaaaggg 
ggtgaagtag 
gcggtgctca 
gagggcaagc 
gtgtactgcc 
agcctgtcgg 
tatgagcacg 
ctgaaactct 
gccctgctgg 
gtccgcccga 
gattgccaag 
gtacatcacc 
ccctcgccgc 
agccgtgtgc 
tcactgacag 
tgacagatga 
tcggcgaaaa 
taagtgccct 
ccttgacact 
ggctgtccac 
gctaacctgt 
gctgcgccct 
tcccggcccg 
ggcctcaccc 
acgggatggg 
gcatcgacat 
cccttcactt 

ttgggcattc 

ccagcgaacc 
cctttacaga 
aagaggatga 
ttttatatag 
cttatcaata 
acccaggaca 
tattgatagt 
tttgagaacg 
tgccgctcaa 
gattcataca 
ctcataagac 
ttccggagac 
ccccactgtt 
gttaccgact 
taatgcgggc 
gcgtaccggg 
agcagagata 
ctgaacagga 
atacactaaa 
tcgatactat 
taaggtttta 
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tagcgatttt 
ttcgtgtaga 
gcccacccgc 
acgggaatcc 
ggatggctga 
ttccagacga 
cctacctgct 
tccgcgagct 
ggctcaccga 
cgaagatcga 
gggcagagcc 
cacgtcccca 
gacgagcaag 
tgggctggcg 
gagacaccgc 
atgaggggcg 

ggggcaggct 

cgcctgattt 
gcggtattga 
tgaggggcag 
aggcagaaaa 
cttttaacct 
gtgcgcgtga 
ctaacgcggg 
caaaaatggc 
cgatcagccc 
tcagcgacca 
cggccgtcgg 
ttggcatagt 
atttgaggtg 
attactctat 
ggaggcagat 
aagatatcgc 
tatctataga 
ataaccttat 
gttttatgtt 
acagcgactt 
ttcgctgcgt 
gcggccagcc 
gccccagcgt 
tgtcatacgc 
cgtccatttc 



gcggcctgag 
tgttgcccgg 
ttgagaagcg 
gcgctgatgt 
gggacagctg 
tcagtaagtt 
gttatacgcc 
gaatgcaagg 



ttcggtatat 
ctttccttgg 
gagcgggtgt 
. tgctctgcga 
tgaaaccaag 
acgaagagcg 
ggccgtcggc 
ggcccgcatc 
cgacccgcgc 
agagaagcag 
atgacttttt 
tgcgctccat" 
gcaagaccga 
gccgtctatg 
ggccgccggc 
gacgttgaca 
cgatttcggc 
tacgcgagtt 
cacttgaggg 
agtgctgaca 
tccagcattt 
gcttttaaac 
ccgcgcacgc 
cctcccatcc 
agcgctggca 
gagcgcgacg 
ggtgccgggc 
ggcattcacg 
ggtcgcgggt 
ataggtaaga 
gaagcgccat. 
tgccttgaat 
cgtatgtaag 
atgggcaaag 
agcttgtaaa 
cagataatgc 
ccgtcccagc 
atatcgcttg 
atccgtcatc 
cgccatagtg 
gtaaaacagc 
cgcgcagacg 
ttttttaagt 
catccaacgc 
gtgtaagtga 
ccggcggtgc 
atagacacag 
ggcagcatca 
aactttgaaa 
aacagtgaat 



ccatcctttt 
tgtatccaac 
tccttcttca 
ggctggccgg' 
ccaaccagga 
attgaggaaa 
cagggctaca 
aatggcgacc 
acggcgcggt 
gacgagcttg 
tagccgctaa 
caagaagagc 
gcgcctttgc 
gccctgcaaa 
gttgtggata 
cttgaggggc 
cggcgacgtg 
tcccacagat 
gcgcgactac 
gatgaggggc 
gcaagggttt 
caatatttat 
cgaagggggg 
ccccaggggc 
gtccttgcca - 
cccggaagca 
agtgagggcg 
gacttcatgg 
gccgtgctcg 
ttataccgag 
atttaaaaag 
atattgacaa 
gatttcaggg 
cataaaaact 
ttctatcata 
ccgatgactt 
cgtgccaggt 
ctgattacgt 
catatcacca 
cgttcaccga 
cagcgctggc 
atgacgtcac 
gacgtaaaat 
cattcatggc 
actgcagttg 
ttttgccgtt 
aagccactgg 
cccataattg 
acaactttga 
tggagttcgt 



1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
" 3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020. 
4080 
4140 
4200 
4260 
4320 
4380 
4440 
4500 
4560 
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TSTT "T ttCtt 5gggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 

taaatggcta aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 4680 

gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 4740 

aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 4860 

gaacggoatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ocgatggcgt cctttgctcg 4920 

gaagagtatg aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 

aggctctttc actccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5X00 

gaagaagaca ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag S160 

cccgaagagg aacttgtctt ttccoaoggc gaoctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 5220 

gatggcaaag taagtggctt tattgatctt gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 5280 

S l C T,lT tCt9CgtCCg Steaatcgg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 5340 

ctattttttg acttactggg gatcaagcct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 5400 

ctggatgaat tgttttagta cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 5460 

caccgacttc ttc.cgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 5520 

• gggcaagggg tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 5580 

cggccagacg gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 5640 
ggcaccaggc gggtcaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat ■ 5700 

cccgcaagga gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 5760 

cgacgcgggg ttttccgccg aggatgcega aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 5820 

gccccgcgaa accttccagt ccgtoggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 5880 

gcgcgacagc gtgcaactgg ctcccootgc cctgcccgcg ocatcggccg ccgtggagcg 5940 

ttcgcgtcgt ctcgaaoagg aggcggcagg tttggcgaag tcgatgaoca tcgacacgcg 6000 

aggaactatg acgaccaaga agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 

cgaggccaag caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 6120 

ttecttgttc gatattgcgc cgtggccgga cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 6180 

ccgctctgcc ctgttcacca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 

ggtcattttc cacgtcaaoa aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgcgggc 6300 

cgacgatgac gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgca cccctatcgg 6360 

cgagccgatc accttcacgt tctacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 6420 

ccggtattac acgaaggccg aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cgatgggctt 6480 

cacgtccgac cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcct 6540 

ggacogtggc aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggaaa tcgtcgtgct 6600 

gtttgctggc gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcaagc tgtcgccgac 6660 

ggcccgacgg atgttcgact atttcagotc gcaccgggag ccgtacccgc tcaagctgga 6720 

aaccttccgc ctcatgtgcg gatoggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 6780 

cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaaoacgcct gggtoaatga 6840 

tgacotggtg cattgcaaao gctagggcct tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 6900 

agccagcgct ttactggcat ttcaggaaca agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 6960 

tcagtatcgc tcgggacgca cggcgcgctc tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 7020 

ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga cggcttggag oggccgacgt gcaggatttc 7080 

cgcgagatcc gattgtcggo cctgaagaaa gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 7140 

cacgaggaga aaaagcccat ggaggcgttc gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc 7200 

ggcgoctaca tcgacggcga gatcattggg ctgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 7260 

aaggacgctc acaaggcgca tctgtccggc gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 7320 

ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 7380 

cgacagattc caacgggaat ctggtggatg cgcatottca tcctcggcgc acttaatatt 7440 

TalltTaT Tr ttgtt gtttatttCg ?tctaccgcc tgccgggcgg ggtcgcggcg 7500 

acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct gctaggtagc 7560 
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ccgatacgat tgatggcggt cctgggggct atttgcggaa ctgogggcgt ggcgctgttg 
gtgttgacac caaacgcagc gctagatcct gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggg^g 
gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctcccgt gcctctgctc 
ttSt™ CCt f 9CaaCt gga= tt ctgc tcgttccagti agctttag^g 

tttgatccgc caatcccgat gcctacagga accaatgttc tcggcctggc gtggctcggc 
SSS 7T ^ CtaCttCCtt tWttceggg ggatctcgcg Scgaacct 
clTJ:T CCttact ^ ctttctcagc cccagatctg gggtcgatca gccggggatg 
catcaggccg acagtcggaa cttcgggtcc ccgacctgta ccattcggtg agcaSggat 
lllllllll 9 StatCgtCaa c ^^- tt c taaagaaata gcgccactca gc'cctcag 
cggctttatc cagcgatttc ctattatgtc ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 
cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg ataattcgga tctctgcgag gg^gatgata 
tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc gttacaatca acatgctacc ctccgcgata 
tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt tgccgttctt ccgaatagca tcgg^aaclt 
gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct cccgctgacg ccgtcccgga ctga^gggct 
gcctgtatcg agtggtgatt ttgtgccgag ctgccggtcg gggagctglt ggcSctgg 

Zl^T Tr*** taaaCaaatt ^gcttaga caacttaata acacStgcg 
gacgttttta atgtactggg gtggtttttc ttttcacfcag tgagacgggc aacaactaat 
tgcccttcac cgcctggccc tgagagagtt gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca. 
gcaggcgaaa atcctgtttg atggtggttc cgaaatcggc aaaatccctt Saaatcaaa 
agaatagccc gagatagggt tgagtgttgt tccagtttgg aacaagagtc cactattaaa 
gaacgtggac tccaa.gtc* aagggcgaaa aaccgtctat cagggcgatg gcccactacg 
tgaaccatca cccaaatcaa gttttttggg gtcgaggtgc cgtSagcac taaatcggaa 
ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaacg tggtgagSa 
ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggcgc cattcaggct gcgcaactgt tgggaag^ 
gat2Sta ST tCttfi9 CtattaC3CC a ^gcgaa agggggatgt gctgcaaggc 
aattaSS "J"^ 90 ** agtcacgacg ttgtaaaacg acggccaglg 

gotattataa 2 *™ ^aatatagt ttaaatattt attgataaaa taalaagS 

tcaataacta attatT** agtttaaatt cagaaaLt 

tcaataactg attatatcag ctggtacatt gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 
tgtgtaatac ataaattgat gatatagcta gcttagctca tcgggggatc ogtcgaagct 
agcttgggtc ccgctcagaa gaactcgtca agaaggcgat agSggcgat gcgctgcgaa 
tcagcS 9 ! CgataCC3ta aa ^agg aagcg gt cag cccattcgcc gccaagSt 
tdZt ! aC9ggtagC — STCtatg tcctgatagc gg t ccgccac acccagccgg 
ccacagtcga tgaatccaga aaagcggcca ttttccacca tgatattcgg caagcfaaca 
tcgccatggg tcacgacgag atcctcgccg tcgggcatgc gcgccttgag cctg^gaac 
g<=gCgagCCC ct ^tct tcgtccagat catcctgatc gacSglccg 
gcttccatcc gagtacgtgc tcgctcgatg cgatgtttog cttggtggtc Latere!! 
gtagccggat caagogtatg cagccgccgc attgcatcag .ccatgatg^a tactttc eg 
gcaggagcaa ggtgagatga caggagatcc tgccccggca cttcgcccaa tagcagecag 
acccacaatl CttCagtgaC aac ^^ acagctgcgc aaggaacgee cgtcgtggcc 
agecacgata gccgcgctgc ctcgtcctgc agttcattca gggcaccgga caggtcgS 
ttgacaaaaa gaaccgggcg cccctgcgct gaeagcegga acacggcggc atcagagS 
ccgattgtct gttgtgccca gtcatagccg aatagectet ccacccaagc ggccgglgaa 
tS22T atCCatC " g "caatccaa gctcccatgg gccctcgac t agagtoglg^ 
totggattga gagtgaatat gagactctaa ttggataccg aggggaattt alal^llll 
agtggagcat ttttgacaag aaatatttgc tagctgatag tgfecttagg cgacttttga 
aegegcaata atggtttctg acgtatgtgc -«-— ^- - 39 =gactttt 9 a 



t. a 'at., ... - tta £T c tcatt aaactccaga aacccgcggc 

tgagtggctc ettcaaegtt gcggttctgt cagttccaaa egtaaaaegg cttatcccae 
gtcatcggcg ggggtcataa cgtgactccc ttaattctcc gctcatgatc ttgatoccct 
gcgccatcag atccttggcg gcaagaaagc catccagttt actttgeag^ gcSccc^c 



7620 
7680 
7740 
7800 
7860 
.7920 
7980 
8040 
8100 
8160 
8220 
8280 
8340 
8400 
8460 
8520 
8580 
8640 
8700 
8760 
8820 
8880 
8940 
• 9000 
9060 
9120 
9180 
9240 
9300 
9360 
9420 
9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
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cttaccagag ggcgccccag ctggcaattc cggttcgctt gctgtccata aaaccgccca 10620 

gtctagctat cgccatgtaa gcccactgca agctacctgc tttctctttg cgcttgcgtt 10680 

ttcccttgtc cagatagccc agtagctgac attcatccgg ggtcagcacc gtttctgcgg 10740 

actggctttc tacgtgttcc gcttccttta gcagcccttg cgccctgagt gcttgcggca 10800 

gcgtgaagct tgcatgcctg caggtcgacg gcgcgccgag ctcctcgagc aaatttacac 10860 

attgccacta aacgtctaaa cccttgtaat ttgtttttgt tttactatgt gtgttatgta - 10920 

tttgatttgc gataaatttt tatatttggt actaaattta taacaccttt tatgctaacg 10980 

tttgccaaca cttagcaatt tgcaagttga ttaattgatt ctaaattatt tttgtcttct 11040 

aaatacatat actaatcaac tggaaatgta aatatttgct aatatttcta ctataggaga 11100 

attaaagtga gtgaatatgg taccacaagg tttggagatt taattgttgc aatgctgcat 11160 

ggatggcata tacaccaaac attcaataat tcttgaggat aataatggta ccacacaaga 11220 

tttgaggtgc atgaacgtca cgtggacaaa aggtttagta atttttcaag acaacaatgt 11280 

taccacacac aagttttgag gtgcatgcat ggatgccctg tggaaagttt aaaaatattt 11340 

tggaaatgat ttgcatggaa gccatgtgta aaaccatgac atccacttgg aggatgcaat 11400 

aatgaagaaa actacaaatt tacatgcaac tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 11460 

ttttgcaata ctttcattca tacacactca ctaagtttta cacgattata atttcttcat 11520 

agccagcaga tctgccggca tcgatcccgg gccatggcct gctttaatga gatatgcgag 11580 

acgcctatga tcgcatgata tttgctttca attctgttgt gcacgttgta aaaaacctga 11640 

gcatgtgtag ctcagatcct taccgccggt ttcggttcat tctaatgaat atatcacccg 11700 

ttactatcgt atttttatga ataatattct ccgttcaatt tactgattgt ccgtcgacga 11760 

gctcggcgcg cctctagagg atcgatgaat tcagatcggc tgagtggctc cttcaacgtt 11820 

gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacgg cttgtcccgc gtcatcggcg ggggtcataa 11880 

cgtgactccc ttaattctcc gctcatgatc agattgtcgt ttcccgcctt cagtttaaac 11940 

tatcagtgtt tgacaggata tattggcggg taaacctaag agaaaagagc gtttattaga 12 000 

ataatcggat atttaaaagg gcgtgaaaag gtttatcctt cgtccatttg tatgtgcatg 12060 

ccaaccacag ggttcccca " 12 079 

<210> 67 

<211> 13002 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> pflanzlicher Express ions vekt or mit zwei Promotor-Terminator-Expre 

ssionskassetten 
<400> 67 

gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 60 

gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 

tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 240 

atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 

gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg . cgcatccatg 660 

ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 
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840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
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gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 
ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 
ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 
ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 
ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgo 
tgccggagcg caacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 
ccaccgcgtc agacgoccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcat 
ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 
gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 
ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 
aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 
ccgcccocct gacgagcatc acaaaaatcg acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 
aggactataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgSc ^500 
llltZlZ 9 Ctta ! C95at acct ^c ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 
till 9 t ! CCCtgCttC *^ tc *"a tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 
SatcCcc taCa95attt t9CCaaS «W "cgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag gcccacccgo gagcgggtgt tccttcttca 1740 

ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag cLaccaggl lleo 

agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

alaSccaa SST"* T^ 3 * «*■«*■«: ggccgtcggb cagggctaca 1980 

I C9rtCgtTOac ^gagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

tTatllT • CtgaaaCtCt flgotcaccgm cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

aacggccggg gggtgcgcgt gattgocaag cacgtccoca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

ITalTrZT ^ C ° CtCgCC * C ^ggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgcoagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgocggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

lZltllT & agCCt39gga gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgacagatga ggggcgcgat octtgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

lllZtttt "! ggCCaCC ^aacctgt cttttaacct gcttttaaac Latitat 2880 

aaacottgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ocgcgcacgc cgaagggggg 2940 

tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc cc==!ggggc 3000 

lllllZZt g9CC9CgaaC caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 

ttgcogggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgogaog cccggaagca 312 0 

ttgaogtgco gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

gcggcctggg tggcggcctg occttcactt cggccgtcgg ggcattcalg gacttcatgg UTo 

cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 
tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 360 

llltltT" cctttaca ** attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 

aTalll I ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 2slo 

Seated "T^ 9 cttatcaa ^ tatotataga atgggcaaag cataaaaact 3600 

tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3660 
attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 
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tgtcatgcag 
gctgcctcag 
gcagctttcc 
cgtcaaaggg 
atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 
gaaaaggaca 
gaacggcatg 
gaagagtatg 
aggctctttc 
ttagccgaat 
gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
- gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
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ctccaccgat 
attcaggtta 
cttcaggcgg 
tgacagcagg 
aacaaccgtc 
cccgacatag 
tatgcgcgag 
ccaacgccca 
attttctggt 
cggcagtgag 
ccgtcagtag 
aaacaccatc 
atcggctccg 
ttctggtatt 
ttagcttctt 
aaatgagaat 
cggaaggaat 
taaaaatgac 
tgatgctatg 
atggctggag 
aagatgaaca 
actccatcga 
tggattactt 
ctccatttaa 
aacttgtctt 
taagtggctt 
tctgcgtccg 
acttactggg 
tgttttagta 
ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
gggtcaaatc 
gggtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 
cacgtcaaca 
gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 



tttgagaacg 
tgccgctcaa 
gattcataca 
ctcataagac 
ttccggagac 
ccccactgtt 
gttaccgact 
taatgcgggc 
gcgtaccggg 
agcagagata 
ctgaacagga 
atacactaaa 
tcgatactat 
taaggtttta 
ggggtatctt 
atcaccggaa 
gtctcctgct 
ggacagccgg 
gctggaagga 
caatctgctc 
aagccctgaa 
catatcggat 
actgaataac 
agatccgcgc 
ttcccacggc 
tattgatctt 
gtcgatcagg 
gatcaagcct 
cctagatgtg 
agtgttttgg 
tcgtgcaggg 
ccgacttcat 
aggaataagg 
atcggacgtt 
aggatgccga 
ccgtcggctc 
ctccccctgc 
aggcggcagg 
agcgaaaaac 
tgctgaaaca 
cgtggccgga 
cgcgcaacaa 
aggacgtgaa 
ggcagcaggt 
tctacgagct 
aggaatgcct 
acctggaatc 
cccgttgcca 
cgaaattcat 
atttcagctc 



acagcgactt 
ttcgctgcgt 
gcggccagcc 
.gccccagcgt 
tgtcatacgc 
cgtccatttc 
gcggcctgag 
tgttgcccgg 
ttgagaagcg 
gcgctgatgt 
gggacagctg 
tcagtaagtt 
gttatacgcc 
gaatgcaagg 
taaatactgt 
ttgaaaaaac 
aaggtatata 
tataaaggga 
aagctgcctg 
atgagtgagg 
aagattatcg 
tgtccctata 
gatctggccg 
gagctgtatg 
gacctgggag 
gggagaagcg 
gaggatatcg 
gattgggaga 
gcgcaacgat 
ctctcaggcc 
caagattcgg 
tgccgataag 
gcacattgcc 
tgaccggaag 
aaccatcgca 
gatggtccag 
cctgcccgcg 
tttggcgaag 
cgccggcgag 
cacgaagcag 
cacgatgcga 
gaaaatcccg 
gatcacctac 
gttggagtac 
ttgccaggac 
gtcgcgccta 
ggtgtcgctg 
ggtcctgatc 
at gggagaag 
gcaccgggag 



ccgtcccagc 
atatcgcttg 
atccgtcatc 
cgccatagtg 
gtaaaacagc 
cgcgcagacg 
ttttttaagt 
catccaacgc 
gtgtaagtga 
ccggcggtgc 
atagacacag 
ggcagcatca 
aactttgaaa 
aacagtgaat 
agaaaagagg 
tgatcgaaaa 
agctggtggg 
ccacctatga 
ttccaaaggt 
ccgatggcgt 
agctgtatgc 
cgaatagctt 
atgtggattg 
attttttaaa 



acagcaacat 
gcagggcgga 
gggaagaaca 
aaataaaata 



gccggcgaca 
gaggcccacg 
aataccaagt 
gtggattatc 
ccggcgtgag 
gcatacaggc 
agccgcaccg 
caagctacgg 
ccatcggccg 
tcgatgacca 
gacctggcaa 
cagatcaagg 
gcgatgccaa 
cgcgaggcgc 
accggcgtcg 
gcgaagcgca 
ctgggctggt 
caggcgacgg 
ctgcaccgct 
gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 



cgtgccaggt 
ctgattacgt 
ca tat caeca 
cgttcaccga 
cagcgctggc 
atgaegtcac 
gaegtaaaat 
cattcatggc 
actgcagttg 
ttttgccgtt 
aagccactgg 
cccataattg 
acaactttga 
tggagttcgt 
aaggaaataa 
ataccgctgc 
agaaaatgaa 
tgtggaacgg 
cctgcacttt 
cctttgctcg 
ggagtgcatc 
agacagccgc 
cgaaaactgg 
gaeggaaaag 
ctttgtgaaa 
caagtggtat 
gtatgtcgag 
ttatratttta 
ageaggageg 
gcaagtattt 
acgagaagga 
tggacaccaa 

tc ggggcaat 

aagaactgat 
tcatgcgtgc 
ccaagatcga 
ccgtggagcg 
tcgacacgcg 
aacaggtcag 
aaatgeaget 
acgacacggc 
tgcaaaacaa 
agetgeggge 
cccctatcgg 
cgatcaatgg 
cgatgggctt 
tccgcgtcct 
tegtegtget 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 



3780 
3840 
3900 
.3960 
4020 
4080 
4X40 
4200 
4260 
4320 
4380 
4440 
4500 
4560 
4620 
4680 
4740 
4800 
4860 
4920 
4980 
5040 
5100 
5160 
5220 
5280 
5340 
5400 

5460 

5520 

5580 

5640 

5700 

5760 

5820 

5880 

5940 

6000 

6060 

6120 

6180 

6240 

6300 

6360 

6420 

6480 

6540 

6600 

6660 

6720 
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aaccttccgc ctcatgtgcg gatcggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 6780 

cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gggtcaatga 6840 

tgacctggtg cattgcaaac gctagggcct tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 6900 

agccagcgct ttactggcat ttcaggaaca agcgggoact gctcgacgca cttgcttcgc 6960 

tcagtatcgc tcgggacgca cggogcgctc tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 7020 

ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga cggcttggag cggccgacgt gcaggatttc 7080 

cgcgagatcc gattgtcggc cctgaagaaa gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 7140 

cacgaggaga aaaagcccat ggaggcgttc gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc 7200 

ggcgcctaca tcgacggcga gatcattggg ctgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 7260 

aaggacgctc acaaggcgca tctgtccggc gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 7320 

ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 7380 

cgacagattc caacgggaat ctggtggatg cgcatcttca toctcggcgc acttaatatt 7440 

tcgctattct ggagcttgtt gtttatttcg gtctaccgcc tgocgggcgg ggtcgcggcg 7500 

acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct gctaggtago 7560 

ccgatacgat tgatggcggt octgggggct atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 7620 

gtgttgaoac caaacgcagc gctagatcct gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggggcg 7680 

gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctcccgt. gcctctgctc 7740 

acctttaccg cctggcaact ggcggccgga ggacttctgc tcgttccagt agctttagtg 7800 

tttgatccgc caatcccgat gcctacagga accaatgttc toggcctggc gtggctcggc 7860 

ctgatcggag cgggtttaac ctacttcctt tggttccggg ggatctcgcg actcgaacct 7920 

acagttgttt ccttactggg ctttctcagc cccagatctg gggtcgatca gccggggatg 7980 

catcaggccg acagtcggaa cttcgggtcc ccgacctgta ccattcggtg agcaatggat 8040 

aggggagttg atatcgtcaa cgttcacttc taaagaaata gcgccactca gcttcctcag 8100 

cggctttatc cagcgatttc ctattatgtc ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 8160 

cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg ataattcgga tctctgcgag ggagatgata 8220 

tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc gttacaatca acatgctacc ctccgcgaga 8280 

tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt tgccgttctt ccgaatagca tcggtaacat 8340 

gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct cccgctgacg ccgtcccgga ctgatgggct 8400 

gcctgtatcg agtggtgatt ttgtgccgag ctgccggtcg gggagctgtt ggctggctgg 8460 

tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg 8520 

gacgttttta atgtactggg gtggttttto ttttcaccag tgagacgggc aacagctgat 8580 

tgcccttcac cgcctggccc tgagagagtt gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca 8640 

gcaggogaaa atcctgtttg atggtggttc cgaaatcggc aaaatccctt ataaatcaaa 8700 

agaatagccc gagatagggt tgagtgttgt tccagtttgg aacaagagtc cactattaaa 8760 

gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa aaccgtctat cagggcgatg gcccactacg 8820 

tgaaccatca cccaaatcaa gttttttggg gtcgaggtgc cgtaaagcac taaatcggaa 8880 

ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaaog tggcgagaaa 8940 

ggaagggaag aaagcgaaag gagogggcgc cattcaggct gcgcaactgt tgggaagggc 9000 

gatcggtgcg ggcctottcg ctattacgcc agctggcgaa agggggatgt gctgcaaggc 9060 

gattaagttg ggtaacgcca gggttttccc agtcacgacg ttgtaaaacg acggccagtg 9120 

aattaattcc oatcttgaaa gaaatatagt ttaaatattt attgataaaa taacaagtca 9180 

ggtattatag tccaagcaaa aacataaatt tattgatgca agtttaaatt cagaaatatt 9240 

tcaataactg attatatcag ctggtacatt gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 9300 

tgtgtaatac ataaattgat gatatagota gcttagctca tcgggggatc cgtcgaagct 9360 

agcttgggtc ocgctcagaa gaactcgtca agaaggcgat agaaggcgat gcgctgcgaa 9420 

tcgggagcgg cgataccgta aagcacgagg aagcggtcag cccattcgcc gccaagctcf 9480 

tcagcaatat cacgggtagc caacgctatg tcctgatagc ggtccgccac acccagccgg 9540 

ccacagtcga tgaatccaga aaagcggcca ttttccacca tgatattcgg caagcaggca 9600 

tcgccatggg tcacgacgag atcctcgccg tcgggcatgc gcgccttgag cctggcgaac 9660 

agttcggctg gcgcgagccc ctgatgctct tcgtccagat catcctgatc gacaagaccg 9720 
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gcttccatcc gagtacgtgc tcgctcgatg cgatgtttcg cttggtggtc gaatgggcag 9780 

gtagccggat caagcgtatg cagccgccgc attgcatcag ccatgatgga tactttctcg 9840 

• gcaggagcaa ggtgagatga caggagatcc tgccccggoa cttcgcccaa tagcagccag 9900 

tcccttcccg cttcagtgac aacgtcgagc acagctgcgc aaggaacgco cgtcgtggcc 9960 

agccacgata gccgcgctgc ctcgtcotgc agttcattca gggcaccgga caggtcggtc 10020 

ttgacaaaaa gaaccgggcg cccctgcgct gacagccgga acacggcggc atcagagcag 10080 

ccgattgtct gttgtgccca gtcatagccg aatagcctct ccacccaagc ggccggagaa 10140 

cctgcgtgca atccatcttg ttcaatccaa gctcccatgg gccctcgact agagtcgaga 10200 

tctggattga gagtgaatat gagactctaa ttggataccg aggggaattt atggaacgtc 10260 

agtggagcat ttttgacaag aaatatttgc tagctgatag tgaccttagg cgacttttga 10320 

acgcgcaata atggtttctg acgtatgtgc ttagctcatt aaactccaga aacccgcggc 10380 

tgagtggctc cttcaacgtt gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacgg cttgtcccgc 10440 

gtcatcggcg ggggtcataa cgtgactccc ttaattctoc gctcatgatc ttgatcccct 10500 

gcgccatcag atccttggcg gcaagaaagc catccagttt actttgcagg gcttcccaac 10560 

cttaccagag ggcgccccag ctggcaattc cggttcgctt gctgtccata aaaccgccca 10620 

gtctagctat cgccatgtaa gcccactgca agctacctgc tttctctttg cgcttgcgtt 10680 

ttcccttgtc cagatagccc agtagctgac attcatccgg ggtcagcacc gtttctgcgg 10740 

actggctttc tacgtgttcc gcttccttta gcagcccttg cgccctgagt gcttgcggca 10800 

gcgtgaagct tgcatgcctg caggtcgacg gcgcgccgag ctcctcgagc aaatttacac 10860 

attgccacta aacgtctaaa cccttgtaat ttgtttttgt tttactatgt gtgttatgta 10920 

tttgatttgc gataaatttt tatatttggt actaaattta taacaccttt tatgctaacg 10980 

tttgccaaca cttagcaatt tgcaagttga ttaattgatt ctaaattatt tttgtcttct 11040 

aaatacatat actaatcaac tggaaatgta aatatttgct aatatttcta ctataggaga 11100 

attaaagtga gtgaatatgg taccacaagg tttggagatt taattgttgc aatgctgcat 11160 

ggatggcata tacaccaaac attcaataat tcttgaggat aataatggta ccacacaaga 11220 

tttgaggtgc atgaacgtca cgtggacaaa aggtttagta atttttcaag acaacaatgt 11280 

taccacacac aagttttgag gtgcatgcat ggatgccctg tggaaagttt aaaaatattt 11340 

tggaaatgat ttgoatggaa gccatgtgta aaaccatgac atccacttgg aggatgcaat 11400 

aatgaagaaa actacaaatt tacatgcaac tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 11460 

ttttgcaata ctttcattca tacacactca ctaagtttta cacgattata atttcttcat 11520 

agccagccca ccgcggtggg cggccgcctg cagtctagaa ggcctcctgc tttaatgaga 11580 

tatgcgagac gcctatgatc gcatgatatt tgctttcaat tctgttgtgc aogttgtaaa 11640 

aaacctgagc atgtgtagct cagatcctta ccgccggttt cggttcattc taatgaatat 11700 

atcacccgtt actatcgtat ttttatgaat aatattctcc gttcaattta ctgattgtcc 11760 

gtcgagcaaa tttacacatt gccactaaac gtctaaaccc ttgtaatttg tttttgtttt 11820 

actatgtgtg ttatgtattt gatttgcgat aaatttttat atttggtact aaatttataa 11880 

caccttttat gctaacgttt gccaacactt agcaatttgc aagttgatta attgattcta 11940 

aattattttt gtcttctaaa tacatatact aatcaactgg aaatgtaaat atttgctaat 12000 

atttctacta taggagaatt aaagtgagtg aatatggtac cacaaggttt ggagatttaa 12060 

ttgttgcaat gctgcatgga tggcatatac accaaacatt caataattct tgaggataat 12120 

aatggtacca cacaagattt gaggtgcatg aacgtcacgt ggacaaaagg tttagtaatt 12180 

tttcaagaca acaatgttac cacacacaag ttttgaggtg catgcatgga tgccctgtgg 12240 

aaagtttaaa aatattttgg aaatgatttg catggaagcc atgtgtaaaa coatgacatc 12300 

cacttggagg atgcaataat gaagaaaact acaaatttac atgcaactag ttatgcatgt 12360 

agtctatata atgaggattt tgcaatactt tcattcatac acactcacta agttttacac 12420 

gattataatt tcttcatagc cagcggatcc gatatcgggc ccgctagcgt taaccctgct 12480 

ttaatgagat atgcgagacg cctatgatcg catgatattt gctttcaatt ctgttgtgca 1254 0 

cgttgtaaaa aacctgagca tgtgtagctc agatccttac cgccggtttc ggttcattct 12600 

aatgaatata tcacccgtta ctatcgtatt tttatgaata atattctccg ttcaatttac 12660 

tgattgtccg tcgacgaatt cgagctcggc gcgcctctag aggatcgatg aattcagatc 12720 
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ggctgagtgg 
cgcgtcatcg 
cgtttcccgc 
aagagaaaag 
cttcgtccat 

<210> 68 



ctccttcaac 
gcgggggtca 
cttcagttta 
agcgtttatt 
ttgtatgtgc 



gttgcggttc 
taacgtgact 
aactatcagt 
agaataatcg 
atgccaacca 
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tgtcagttcc aaacgtaaaa cggcttgtcc 12780 

cccttaattc tccgctcatg atcagattgt 12840 

gtttgacagg atatattggc gggtaaacct 12900 

gatatttaaa agggcgtgaa aaggtttatc 12960 

cagggttccc ca X3002 



. <211> 13905 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<220> . 



<400> 68 

gatctggcgc 
gcgcccagca 
tagtgggcgg 
ataatcaggc 
atgttgggtt 
ttctttatca 
tgacaaagtt 
gcgtagacgg 
tttactggca 
cggagaatca 
ggaatgcccg 
ccggcacgcg 
gcgaggcggg 
ctgttggggc 
ccgttgaaca 
ccggtccgga 
ggaggctcgt 
tgccggagcg 
ccaccgcgtc 
ccaagcctca 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 
gaccctgccg 
ccgctgcata 
tcgcacgata 
ggcgtcagcc 
ctgtccctta 
ctaccgccgg 
agggcagccc 



cggccagcga 
caggtgcgca 
tgacgtcgtt 
cgatgccgac 
tcacgtctgg 
ctgataagtt 
gcagccgaat 
tctgacgaca 
cttcaggaac 
tacgcattcg 
cagcttcagg 
accgggcgca 
tttttcggcc 
cgtgcttgag 
ggctccgctc 
cgcagcgttc 
tgtcaggaac 
caacccactc 



agacgcccgt 
cggccgcgct 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
accctgcttc 
tacaggattt 
gggcaggata 
ttcgcacctg 
cgtaacagat 
acctatcaag 



gacgagcaag 
ggcaaattgc 
cgagtgaacc 
agcgtcgagc 
cctccggacc 
ggtggacata 
acagtgatcc 
cgcaaactgg 
aagcgggcgc 
gtgccgagag 
caggcgctgc 
ccgcagatgg 
ggggacgccg 
gagcaggccg 
tcgccgctgt 
gagcagggac 
gttgaaggac 
actacagcag 
agcagcccgc 
cggcctctct 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 

ggggtcatta 

tgccaaaggg 
ggtgaagtag 
gcggtgctca 
gagggcaagc 
gtgtactgcc 



attggccgcc 
accaacgcat 
agatcgcgca 
gcgacagtgc 
agcctccgct 
ttatgtttat 
gtgccgccct 
cggaacggtt 
tgctcgacgc 
ccgacgacga 
tcgcctaccg 
aaacggccga 
tcaatgcgct 
gcgacagcga 
tgcgggccgc 
tcgcggtgat 
cgagaaaggg 
agccatgtag 
tacgggcttt 
ggcggccttc 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 
tagcgatttt 
ttcgtgtaga 
gcccacccgc 
acgggaatcc 
ggatggctga 
ttccagacga 



gcccgaaacg 
acagcgccag 
ggaggcccgg 
tcagaattac 
ggtccgattg 
cagtgataaa 
ggacctgttg 

gggggttcag 

actggccgaa 
ctggcgctca 
cgatggcgcg 
cgcgcagctt 
gatgacaatc 
tgccggcgag 
gatagacgcc 
tgtcgatgga 
tgacgattga 
acaacatccc 
ttcatgccct 
tggcgctctt 
gcggtatcag 
ggaaagaaca 
ctggcgtttt 
cagaggtggc 
ctcgtgcgct 
tcgggaagcg 
ttcggtatat 
ctttccttgg 
gagcgggtgt 
tgctctgcga 
tgaaaccaag 
acgaagagcg 



atccgacagc 
cagaatgcca 
cagcaccggc 
gatcaggggt 
aacgcgcgga 
gtgtcaagca 
aacgaggtcg 
cagccggcgc 
gccatgctgg 
tttctgatcg 
cgcatccatg 
cgcttcctct 
agctacttca 
cgcggcggca 
ttcgacgaag 
ttggcgaaaa 
tcaggaccgc 
ctcccccttt 
gccctagcgt 
ccgcttcctc 
ctcactcaaa 
tgtgagcaaa 
tccataggct 
gaaacccgac 
ctcctgttcc 
tggcgctttt 
ccatcctttt 
tgtatccaac 
tccttcttca 
ggctggccgg 
ccaaccagga 
attgaggaaa 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
. 1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
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aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa' 2220 

aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

ccgcccgttt ttcggccacc gctaacctgt cttttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 3000 

tgcgcccctc ggccgcgaac ggcct.caccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 

ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 

ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 

cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 

tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 

gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 

tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 

ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3600 

tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3660 

attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 3720 

tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 3780 

gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 3840 

gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 3900 

cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 3960 

atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 4020 

gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 4080 

tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 4140 

cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 4200 

catatcaatg attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 4260 

ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 4320 

acgcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 4380 

agcacctcaa aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 4440 

tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 4500 

aaaagctgtt ttctggtatt taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 4560 

cttgttataa ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 

taaatggcta aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 4680 

gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 4740 

aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 4860 

gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 4920 
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gaagagtatg aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 

aggctctttc actccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 

gaagaagaca ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 51S0 

cccgaagagg aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 5220 

gatggoaaag taagtggctt tattgatctt gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 5280 

gacattgcct tctgcgtccg gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 5340 

ctattttttg acttactggg gatcaagcct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 5400 

ctggatgaat tgttttagta cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 5460 

caccgacttc ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggco gaggcccacg gcaagtattt 5520 

gggcaagggg tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 5580 

cggccagacg gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 5640 

ggcaccaggc gggtcaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat 5700 

cccgcaagga gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 5760 

cgacgcgggg ttttccgccg aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 5820 

gccccgcgaa accttccagt ccgtcggctc gatggtccag. caagctacgg ccaagatcga 5880 

gcgcgacagc gtgcaactgg ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 5940 

ttcgcgtcgt ctcgaacagg aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 6000 

aggaactatg acgaccaaga agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 

cgaggccaag caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 6120 

ttccttgttc gatattgcgc cgtggccgga cacgatgcga gcgatgcoaa acgacacggc 6180 

ccgctctgcc ctgttcacca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 

ggtcattttc cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgogggc 6300 

cgacgatgac gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgca cccctatcgg 6360 

cgagccgatc accttcaogt tctacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 6420 

ccggtattac acgaaggccg aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cgatgggctt 64.80 

cacgtccgac cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcot 6540 

ggaccgtggc aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gaogaggaaa tcgtcgtgct 6600 

gtttgctggc gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcaagc tgtcgccgac 6660 

ggcccgacgg atgttcgact atttcagctc gcaccgggag ccgtacccgc tcaagctgga 6720 

aaccttccgc ctcatgtgcg gatcggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 6780 

cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gggtcaatga 6840 

tgacctggtg cattgcaaac gctagggcct tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 6900 

agcoagcgct ttactggcat ttcaggaaca agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 6960 

tcagtatcgc tcgggacgca cggcgcgctc tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 7020 

ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga cggcttggag cggccgacgt gcaggatttc 7080 

cgcgagatcc gattgtcggc cctgaagaaa gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 7140 

cacgaggaga aaaagcccat ggaggcgttc gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc 7200 

ggcgcctaca tcgacggcga gatcattggg otgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 7260 

aaggaogctc acaaggcgca tctgtccggc gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 7320 

ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 7380 

cgacagattc caacgggaat ctggtggatg cgcatcttca tcctcggcgc acttaatatt 7440 

tcgctattct ggagcttgtt gtttatttcg gtctaocgcc tgccgggcgg ggtcgcggcg 7500 

acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct gctaggtagc 7560 

ccgatacgat tgatggcggt cctgggggct atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 7620 
gtgttgacac caaacgcagc gctagatcct gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggggcg ■ 7680 

gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctccogt gcctctgctc 7740 

acctttaccg cctggcaact ggcggccgga ggacttctgc tcgttccagt agctttagi-g ™ 0 0 

tttgatccgc caatcccgat gcctacagga accaatgtto toggcctggc gtggctcggc 7860 

ctgatcggag cgggtttaac ctacttcctt tggttccggg ggatctcgcg actcgaacct 7920 
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acagttgttt 
catcaggccg 
aggggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
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ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 
agtggtgatt 
tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 
agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 

Srgtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 

ggggtcataa 

atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 



ctttctcagc 
cttcgggtcc 
cgttcacttc 
ctattatgtc 
aagaaggctg 
ctctgtcatc 
gcagcttagt 
caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 
gtggtttttc 
tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aagggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 
gagcgggcgc 
ctattacgcc 
gggttttccc 
gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 



gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 



cccagatctg 
ccgacctgta 
taaagaaata 
ggcatagttc 
ataattcgga 
gttacaatca 
tgccgttctt 
cccgctgacg 
ctgccggtcg 
gacgcttaga 
ttttcaccag 
gcagcaagcg 
cgaaatcggc 
tccagtttgg 
aaccgtctat 
gtcgaggtgc 
acggggaaag 
cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 



gggtcgatca 
ccattcggtg 
gcgccactca 
tcaagatcga 
tctctgcgag 
acatgctacc 
ccgaatagca 
ccgtcccgga 
gggagctgtt 
caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt 



aacaagagtc 
cagggcgatg 
cgtaaagcac 
ccggcgaacg 
gcgcaactgt 
agggggatgt 
ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 

tc gggggatc 

agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 
aggggaattt 
tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 



gccggggatg 
agcaatggat 
gcttcctcag 
cagcctgtca 
ggagatgata 
ctccgcgaga 
tcggtaacat 
ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat* 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagccag 
cgtcgtggcc 
caggtcggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 



7980 
8040 
8100 
8160 
8220 
8280 
8340 
8400 
8460 
8520 
8580 
8640 
8700 
8760 
8820 
8880 
8940 
9000 
9060 
9120 
9180 
924 0 
9300 
9360 
9420 
9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
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tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
• atcacccgtt 
gtcgagcaaa 
actatgtgtg 
caccttttat 
aattattttt 
atttctacta 
ttgttgcaat 
aatggtacca 
tttcaagaca 
aaagtttaaa 
cacttggagg 
agtctatata 
gattataatt 
ttaatgagat 
cgttgtaaaa 
aatgaatata 
tgattgtccg 
ttttgtttta 
aatttataac 
ttgattctaa 
tttgctaata 
gagatttaat 
gaggataata 
ttagtaattt 
gccctgtgga 
catgacatcc 
tatgcatgta 
gttttacacg 
tggcctgctt 
tgttgtgcac 
gttcattcta 
tcaatttact 
atcggctgag 
tcccgcgtca 
tgtcgtttcc 
cctaagagaa 
atccttcgtc 
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gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tttacacatt 
ttatgtattt 
gctaacgttt 
gtcttctaaa 
taggagaatt 
gctgcatgga 
cacaagattt 
acaatgttac 
aatattttgg 
atgcaataat 
atgaggattt 
tcttcatagc 
atgcgagacg 
aacctgagca 
tcacccgtta 
tcgagcaaat 
ctatgtgtgt 
accttttatg 
attatttttg 
tttctactat 
tgttgcaatg 
atggtaccac 
ttcaagacaa 
aagtttaaaa 
acttggagga 
gtctatataa 
attataattt 
taatgagata 
gttgtaaaaa 
atgaatatat 
gattgtccgt 
tggctccttc 
tcggcggggg 
cgccttcagt 
aagagcgttt 
catttgtatg 



tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
gccactaaac 
gatttgcgat 
gccaacactt 
tacatatact 
aaagtgagtg 
tggcatatac 
gaggtgcatg 
cacacacaag 
aaatgatttg 
gaagaaaact 
tgcaatactt 
cagcggatcc 
cctatgatcg 
tgtgtagctc 
ctatcgtatt 
ttacacattg 
tatgtatttg 
ctaacgtttg 
tcttctaaat 
aggagaatta 
ctgcatggat 
acaagatttg 
caatgttacc 
atattttgga 
tgcaataatg 
tgaggatttt 
cttcatagcc 
tgcgagacgc 
acctgagcat 
cacccgttac 
cgacgagctc 
aacgttgcgg 
tcataacgtg 
ttaaactatc 
attagaataa 
tgcatgccaa 



actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cagtctagaa 
tgctttcaat 
ccgccggttt. 
aatattctcc 
gtctaaaccc 
aaatttttat 
agcaatttgc 
aatcaactgg 
aatatggtac 
accaaacatt 
aacgtcacgt 
ttttgaggtg 
catggaagcc 
acaaatttac 
tcattcatac 
gatatcgggc 
catgatattt 
agatccttac 
tttatgaata 
ccactaaacg 
atttgcgata 
ccaacactta 
acatatacta 
aagtgagtga 
ggcatataca 
a ggtgcatga 
acacacaagt 
aatgatttgc 
aagaaaacta 
gcaatacttt 
agcagatctg 
ctatgatcgc 
gtgtagctca 
tatcgtattt 
ggcgcgcctc 
ttctgtcagt 
actcccttaa 
agtgtttgac. 
tcggatattt 
ccacagggtt 



taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 
atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
ggcctcctgc 
tctgttgtgc 
cggttcattc 
gttcaattta 
ttgtaatttg 
atttggtact 
aagttgatta 
aaatgtaaat 
cacaaggttt 
caataattct 
ggacaaaagg 
catgcatgga 
at 9"tgtaaaa 
atgcaactag 
acactcacta 
ccgctagcgt 
gctttcaatt 
cgccggtttc 
atattctccg 
tctaaaccct 
aatttttata 
gcaatttgca 
atcaactgga 
atatggtacc 
ccaaacattc 
acgtcacgtg 
tttgaggtgc 
atggaagcca 
caaatttaca 
cattcataca 
ccggcatcga 
atgatatttg 
gatccttacc 
ttatgaataa 
tagaggatcg 
tccaaacgta 
ttctccgctc 
aggatatatt 
aaaagggcgt 
cccca 



tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
a Srgatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
tttaatgaga 
acgttgtaaa 
taatgaatat 
ctgattgtcc 
ttt;ttgtttt 
aaatttataa 
attgattcta 
atttgctaat 
ggagatttaa 
tgaggataat 
tttagtaatt 
tgccctgtgg 
ccatgacatc 
ttatgcatgt 
agttttacac 
taaccctgct 
ctgttgtgca 
ggttcattct 
ttcaatttac 
tgtaatttgt 
tttggtacta 
agttgattaa 
aatgtaaata 
acaaggtttg 
aataattctt 
gacaaaaggt 
atgcatggat 
tgtgtaaaac 
tgcaactagt 
cactcactaa 
tcccgggcca 
ctttcaattc 
gccggtttcg 
tattctccgt 
atgaattcag 
aaacggcttg 
atgatcagat 
ggcgggtaaa 
gaaaaggttt 



10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 
11880 
11940 
12000 
12060 
12120 
12180. 
12240 
12300 
12360 
12420 
12480 
12540 
12600 
12660 
12720 
12780 
12840 
12900 
12960 
13020 
13080 
13140 
13200 
13260 
13320 
13380 
13440 
13500 
13560 
13620 
13680 
1374 0 
13800 
13860 
13905 
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<210> 




<211> 


1443 


<212> 


DNA 


±3 > 


Phaeodactylura tricornutum 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(9).. (1442) 


<223> 


Delta-6-Desaturase 


<400> 


69 



gatctaaa atg ggc aaa gga ggg gac got egg goc teg aag ggc tea acg 
Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr 

gcg get cgc aag ate agt tgg cag gaa gtc aag ace cac gcg tct ccg 
Ala Ala Arg Lys He Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro 
15 20 25 3Q 

gag gae gee tgg ate att cac tec aat aag gtc tac gac gtg tec aac 
Glu Asp Ala Trp He He His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn 

35 4 o 45 

tgg cac gaa cat ccc gga ggc gee gtc att ttc acg cac gee ggt gac 
Trp His Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr His Ala Gly Asp 

50 55 60 

gac atg acg gac att ttc get gee ttt cac gca ccc gga teg cag teg 
Asp Met Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser 

S5 70 75 

etc atg aag aag ttc tac att ggc gaa ttg etc ccg gaa ace ace ggc 
Leu Met Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly 

80 -85 90 

aag gag ccg cag caa ate gee ttt gaa aag ggc tac cgc gat ctg cgc 
Lys Glu Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr. Arg Asp Leu Arg 

95 ioo los lx ; 

tec aaa etc ate atg atg ggc atg ttc aag tec aac aag tgg ttc tac 
Ser Lys Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr 

115 120 12S 

gtc tac aag tgc etc age aac atg gec att tgg gee gee gee tgt get 
Val Tyr Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys Ala 

"0 13S 14Q 

etc gtc ttt tac teg gac cgc ttc tgg gta cac ctg gee age gec gtc 
Leu Val Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala Val 

145 iso 155 

atg ctg gga aca ttc ttt cag cag teg gga tgg ttg gca cac gac ttt 
Met Leu Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe 

160 I" 170 

ctg cac cac cag gtc ttc acc aag cgc aag cac ggg gat etc gga gga 
t-u His His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly 
175 180 185 " " 190 



50 



98 



146 



194 



242" 



290 



338 



386 



434 



482 



530 



578 
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etc ttt tgg ggg aac etc atg cag ggt tac tec gta cag tgg tgg aaa 
Leu Phe Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys 

195 200 205 

aae aag cac aac gga cac cac gee gtc ccc aac etc cac tgc tec tec 
Asn Lys His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser ' 

210 215 220 

gca gtc gcg caa gat ggg gac ccg gac ate gat acc atg ecc ctt etc 
Ala Val Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp lie Asp Thr Met Pro Leu Leu 

225 230 23S 

gee tgg tee gtc cag caa gee cag tct tac egg gaa etc caa gec gac 
Ala Trp Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp 

240 245' 250 

gga aag gat teg ggt ttg gtc aag ttc atg ate cgt aac caa tec tac 
Gly Lys Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met lie Arg Asn Gin Ser Tyr 
255 260 265 ~ 270 

ttt tac ttt ccc ate ttg ttg etc gee cgc etg teg tgg ttg aac gag 
Phe Tyr Phe Pro lie Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu 

275 280 285 

tec ttc aag tgc gee ttt ggg ctt gga get gcg teg gag aac get get 
Ser Phe Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala 

290 295 . 300 

etc gaa etc aag gec aag ggt ctt cag tac ccc ctt ttg gaa aag get 
Leu Glu Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys Ala 

305 310 31S 

ggc ate etg etg cac tac get tgg atg ctt aca gtt teg tec ggc ttt 
Gly lie Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe 

320 -325 330 

gga cgc ttc teg ttc gcg tac acc gca ttt tac ttt eta acc gcg ace 
Gly Arg Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr 

335 , 340 345 350 

gcg tec tgt gga ttc ttg etc gee att gtc ttt ggc etc ggc cac aac 
Ala Ser Cys Gly Phe Leu Leu Ala lie Val Phe Gly Leu Gly His Asn 

355 3so 36S 

ggc atg gee acc tac aat gee gac gec cgt ccg gac ttc tgg aag etc 
Gly Met Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu 

370 375 380 

caa gtc acc acg act cgc aac gtc acg ggc gga cac ggt ttc ccc caa 
Gin Val Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin 

385 390 395 

gee ttt gtc gac tgg ttc tgt ggt ggc etc cag tac caa gtc gac cac 
Ala Phe Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His 

400 4 05 41Q 

cac tta ttc ccc age etg ccc cga cac aat etg gec aag aca cac gca 
His Leu Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala 
415 420 425 4 3o 

etg gtc gaa teg ttc tgc aag gag tgg ggt gtc cag tac cac gaa gec 
Leu Val Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala 

435 440 445 

gac ctt gtg gac ggg ace atg gaa gte ttg cac cat ttg ggc age gtg 
Asp Leu Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val 



626 



674 



722 



770 



818 



866 



914 



962 



1010 



1058 



1106 



1154 



1202 



1250 



1298 



1346 



1394 
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450 • 455 460 

gcc ggc gaa ttc gtc gtg gat ttt gta cgc gat gga ccc gcc atg taa a 1443 
Ala Gly Glu Phe Val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 
465 470 475 

<210> 70 

<211> 477 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum 
<400> 70 

Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr Ala Ala 

1 ■ 5 • 10 15 

Arg Lys lie Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro Glu Asp 

" 2 0 25 30 

Ala Trp He He His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Trp His 

35 40 45 

Glu His Pro Gly Gly Ala val He. Phe Thr His Ala Gly Asp Asp Met 

50 55 60 

Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser Leu Met 
65 70 75 80 

Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly Lys Glu 

8S . 90 95 

Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg Ser Lys 

100 105 HO 

Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr val Tyr 

U5 120 125 

Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys Ala Leu Val 

130 135 140 

Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala Val Met . Leu 
145 150 155 160 

Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe Leu His 

165 170 175 

His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly Leu Phe 

180 185 190 

Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys Asn Lys 

195 200 205 

His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser Ala Val 

210 215 220 

Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp He Asp Thr Met Pro Leu Leu Ala Trp 
225 230 235 240 

Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp Gly Lys 

245 250 255 

Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met He Arg Asn Gin Ser Tyr Phe Tyr 

260 265 270 

Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu Ser Phe 

275 280 285 

Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala Leu Glu 
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290 295 300 

Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys Ala Gly He 
305 310 315 320 

Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe Gly Arg 

325 330 335 

Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr Ala Ser 

340 345 350 

Cys Gly Phe Leu Leu Ala He Val Phe Gly Leu Gly His Asn Gly Met 

355 360 365 

Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu Gin Val 

370 375 380 

Thr Thr Thr. Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin Ala Phe 
385 390 395 400 

Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His His Leu 

405 410 415 

Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala Leu Val 

420 425 430 

Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala Asp Leu 

435 440 445 

Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val Ala Gly 

450 455 460 

Glu Phe Val Val Asp- Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 
465 . 470 475 

<210> 71 

<211> 17061 
<212> DNA 

<213> Phaeodactylum. tricornutum, Physcomitrella patens, Caenorhabditis 
elegans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (4554) (5987) 

<223> Phaeodactylum tricornutum Delta-6-Desaturase 



<220> 

<221> CDS 

<222> (2805) (3653) 

<223> Caenorhabditis elegans LPLAT 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1026) . . (1898) 

<223> Physcomitrella patens Delta-6-Elongase 

<400> 71 



tggggaaccc tgtggttggc atgcacatac aaatggacga aggataaacc ttttcacgcc 60 
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cttttaaata tccgattatt ctaataaacg ctcttttctc ttaggtttac ccgccaatat 120 
atcctgtcaa acactgatag tttaaactga aggcgggaaa cgacaatctg atcatgagcg 180 
gagaattaag ggagtcacgt tatgaccccc gccgatgacg cgggacaagc cgttttacgtf 240 
ttggaactga cagaaccgca acgttgaagg agccactcag ccgatctgaa ttcatcgatc 300 
ctctagaggc gcgccgagct cctcgagcaa atttacacat tgccactaaa cgtctaaacc 360 
cttgtaattt gtttttgttt tactatgtgt gttatgtatt tgatttgcga taaattttta 420 
tatttggtac taaatttata acacctttta tgctaacgtt tgccaacact tagcaatttg 480 
caagttgatt aattgattct aaattatttt tgtcttctaa atacatatac taatcaactg 540 
gaaatgtaaa tatttgctaa tatttctact ataggagaat taaagtgagt gaatatggta 600 
ccacaaggtt tggagattta attgttgcaa tgctgcatgg atggcatata caccaaacat 660 
tcaataattc ttgaggataa taatggtacc acacaagatt tgaggtgcat gaacgtcacg 720 
tggacaaaag. gtttagtaat ttttcaagac aacaatgtta ccacacacaa gttttgaggt 780 
gcatgcatgg atgccctgtg gaaagtttaa aaatattttg gaaatgattt gcatggaagc 840 
catgtgtaaa accatgacat ccacttggag gatgcaataa tgaagaaaac tacaaattta 900 
catgcaacta gttatgcatg tagtctatat aatgaggatt ttgcaatact ttcattcata 960 
cacactcact aagttttaca cgattataat ttcttcatag ccagcccacc gcggtgggcg 1020 
gccgc atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag ttg gat ggg aag gtc 1070 
Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val 
1 5 10 15 

teg cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt agt ttt ggg gtg gag ttg acg 1118 
Ser Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr 

20 25-30 
gat acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc etc gtt gac agt ccc aca ccc 1166 
Asp Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro 

35 40 45 

ate gtc etc ggt gtt tct gta tac ttg act att gtc att gga ggg ctt 1214 
He Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr lie Val He Gly Gly Leu 

50 55 60 

ttg tgg ata aag gee agg gat ctg aaa ccg cgc gec teg gag cca ttt 1262 
Leu Trp lie Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe 

65 70 75 

ttg .etc caa get ttg gtg ctt gtg cac aac ctg ttc tgt ttt gcg etc 1310 
Leu Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu 
80 85 90 95 

agt ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat cag get att acc tgg egg 1358 
Ser Leu Tyr Met Cys Val Gly lie Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg 

100 105 no 

tac tct etc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa cat aaa gag atg gcg 1406 
Tyr Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala 

115 120 125 

att ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac gtg gaa ttc atg gat 1454 
He Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp 

130 135 140 

acc .gtt ate atg ata ctg aag cgc age acc agg caa ata age ttc etc 1502 
Thr Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu 

145 150 155 

cac gtt tat cat cat tct tea att tec etc att tgg tgg get att get 1550 
His Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala 
160 165 170 175 

cat cac get cct ggc ggt gaa gca tat tgg tct gcg get ctg aac tea 1598 
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His His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser 

180 185 190 

gga gtg cat gtt etc atg tat gcg tat tac ttc ttg get gec tgc ctt 1646 
Gly Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu 

195 200 205 

cga agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt ttt tgg ggc agg tac 1694 
Arg Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr 

210 215 220 

ttg aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg ctg aac tta gtg cag get 1742 
Leu Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala 

225 230 235 

tac tac gac atg aaa acg aat gcg cca tat cca caa tgg ctg ate aag 1790 
Tyr Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu lie Lys 
240 245 250 255 

att ttg ttc tac tac atg ate teg ttg ctg ttt ctt ttc ggc aat ttt 1838 
He Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe 

260 265 270 

tac gta caa aaa tac ate aaa ccc tct gac gga aag caa aag gga get 1886 
Tyr Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala 

275 280 285 

aaa act gag tga tctagaaggc ctcctgcttt aatgagatat gcgagacgcc 1938 
Lys Thr Glu 
290 

tatgatcgea tgatatttgc tttcaattct gttgtgcacg ttgtaaaaaa cctgagcatg 1998 
tgtagctcag atccttaccg ccggtttcgg ttcattctaa tgaatatatc acccgttact 2058 
ategtatttt tatgaataat attctcegtt caatttactg attgtccgtc gagcaaattt 2118 
. acacattgcc actaaaegtc taaacccttg taatttgttt ttgttttact atgtgtgtta 2178 
tgtatttgat ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa tttataacac ettttatget 2238 
aacgtttgcc aacacttagc aatttgcaag ttgattaatt gattctaaat tatttttgtc 2298 
ttctaaatac atatactaat caactggaaa tgtaaatatt tgctaatatt tctactatag 2358 
gagaattaaa gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga gatttaattg ttgeaatget 2418 
gcatggatgg catatacacc aaacattcaa taattcttga ggataataat ggtaccacac 2478 
aagatttgag gtgeatgaac gtcacgtgga caaaaggttt agtaattttt caagacaaca 2538 
atgttaccac acacaagttt tgaggtgcat gcatggatgc cctgtggaaa gtttaaaaat .2598 
attttggaaa tgatttgeat ggaagccatg tgtaaaacca tgacatccac ttggaggatg 2658 
caataatgaa gaaaactaca aatttacatg caactagtta tgcatgtagt ctatataatg 2718 
aggattttgc aatactttca ttcatacaca ctcactaagt tttacacgat tataatttct 2778 
teatagecag cggatccgcc cacata atg gag aac ttc tgg tct att gtt gtg 2831 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val 
295 

ttt ttt eta etc tea att etc ttc att tta tat aac ata teg aca gta 2879 

Phe Phe Leu Leu Ser He Leu Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val 

300 305 310 315 

tgc cac tac tat atg egg att teg ttt tat tac ttc aca att tta ttg 2927 

Cys His Tyr Tyr Met Arg He Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu 

320 325 330 

cat gga atg gaa gtt tgt gtt aca atg ate cct tct tgg eta aat ggg 2975 
His Gly Met Glu Val Cys Val Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly 

335 340 345 

aag ggt get gat tac gtg ttt cac teg ttt ttc tat tgg tgt aaa tgg 3 023 
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Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp 

350 355 360 

act ggt gtt cat aca aca gtc tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa 3071 
Thr Gly Val His Thr Thr Val Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu 

365 370 375 

ggt ccg get gta gtt att tgt aat cat cag agrt tct etc gac att eta 3119 
Gly Pro Ala Val Val lie Cys Asn His Gin Ser Ser Leu Asp lie Leu 
380 385 390 395 

teg atg gca tea ate tgg ccg aag aat tgt gtt gta atg atg aaa cga 3167 
Ser Met Ala Ser lie Trp Pro Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg 

400 405 410 

att ctt gee tat gtt cca ttc ttc aat etc gga gee tac ttt tec aac. 3215 
lie Leu Ala Tyr Val Pro Phe Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn 

415 420 425- 

aca ate ttc ate gat cga tat aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt 3263 
Thr lie Phe lie Asp Arg Tyr Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val 

430 435 440 

gat tat tgt gca tct gaa atg aag aac aga aat ctt aaa ctt tgg gta 3311 
Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Tip Val 

445 450 455 

ttt ccg gaa gga aca -aga aat cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag 3359 
Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn Arg Glu Gly Gly Phe lie Pro Phe Lys 
460 465 470 475 

aaa gga gca ttc aat att gca gtt cgt gcg cag att ccc att att cca 3407 
Lys Gly Ala Phe Asn lie Ala Val Arg Ala Gin lie Pro lie lie Pro 

480 485 490 

gtt gta ttc tea gac tat egg gat ttc tac tea aag cca ggc cga tat 3455 
Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr 

495 500 505 

ttc aag aat gat gga gaa gtt gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca 3503 
Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val Val lie Arg Val Leu Asp Ala lie Pro 

510 515 520 

aca aaa ggg etc act ctt gat gac gtc age gag ttg tct gat atg tgt 3551 
Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys 

525 530 535 

egg gac gtt atg ttg gca gee tat aag gaa gtt act eta gaa get cag 3599 
Arg Asp Val Met Leu Ala Ala Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin 
540 545 550 555 

caa cga aat gcg aca egg cgt gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct 3647 
Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser 

560 565 570 

gag taa getagegtta accctgcttt aatgagatat gcgagacgcc tatgatcgea 3703 
Glu 

tgatatttgc tttcaattct gttgtgcacg ttgtaaaaaa cctgagcatg tgtagctcag 3763 
atccttaccg ccggtttcgg ttcattctaa tgaatatatc acccgttact ategtatttt 3823 
tatgaataat attctcegtt caatttactg attgtccgtc gagcaaattt acacattgcc 3883 
actaaaegtc taaacccttg taatttgttt ttgttttact atgtgtgtta tgtatttgat 3 943 
ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa tttataacac ettttatget aacgtttgcc 4003 
aacacttagc aatttgcaag ttgattaatt gattctaaat tatttttgtc ttctaaatac 4 063 
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atatactaat caactggaaa tgtaaatatt tgctaatatt tctactatag gagaattaaa 
gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga gatttaattg ttgcaatgc^ gcSggatgg 
T a lT o aCC S ! aCattCaa taattCtt ^ 99tt«tttt ggtaccacac Lgatttglg 
aclcaaattt f agtaattttt caagacaaca atgttacSc 

tg^tttoeat ' gag9tgCat * Cat ^c cctgtggaaa gtttaaaaat attttggaaa 
tgatttgcat ggaagccatg tgtaaaacca tgacatccac ttggaggatg caataatgaa 
aatttaCa ^ Caact ^ta tgcatgtagt ctZataatg aggattt^c 

ca^tcta " CataCaCa taagt tttacacgat tataatttct tcatagcc!g 

cagatctaaa atg ggc aaa gga ggg gac gct cgg gcc * Ca * 

Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys £ y Ser 

575 580 585 

acg gcg get cgc aag ate agt tgg eag gaa gte aag aec eae geg tct 
Thr Ala Ala Arg Lys He Ser Trp Gin Glu Val Lys rtr His S Ser 

595 600 

Pro S fsn IT ? g T tCC ^ * tC tac tee 

Pro Glu Asp Ala Trp He He His Ser Asn Lys val Tyr Asp Val Ser 

610 615 

aac tgg eae gaa cat cee gga gge gee gte att ttc aeg eae gee cat 

Asn Trp His Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr^ His 111 Ty ' 

620 

gac gac atg acg gac att ttc get gcc ttt cac gca ccc gga teg cag 
Asp Asp Met Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Ty Ser Sn 

teg etc atg aag aag ttctac att gge gaa ttg etc eeg gaa aec aec 
Ser Leu Met L ys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu tS Tnr 

655 665 

ggc aag gag ccg cag caa ate occ n-t- « 

-y * - r s Gln e s e - - - - - 2 ■ 

675 S80 
cgc tec aaa etc ate atg atg ggc atg ttc aag tee aac aag tgg ttc 
Arg ser Lys Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys j£ pL 

690 695 
tac gte tac aag tgc etc age aac atg gcc att tgg gcc gcc gcc tot 
Xyr val Tyr Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He TrJ fla £ £ £ 
700 705 71Q 

S r ^ f ? T t<=g CgC ttC ^ 3ta cac etg gee age gee 

Ala Leu Val Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu La Ser Sa 

725 

gte atg ctg gga aca ttc ttt cag cacr tea cr M i-™ 

Val « Leu 01y ^ ph . , he al * a J ^ 15 S 2 S £ £ 

t--«. .. 735 740 745 

ttt ctg cac cac cag gte ttc acc aag cgc aag cac ggg gat etc all 
Phe Leu His His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly S P Leu lly 

750 755 760 

gga etc ttt tgg ggg aac etc atg cag got tac r.nn 

oiy ^ *» r ? Sly ^ u M J al * * £ £ S * * 

65 770 775 

T a ! a CaC gga CSC Cac ^ CC amc cec aae etc cac tgc tec 

Lys Asn Ly S His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His £s Ser 

785 790 



4123 
4183 
4243 
4303 
4363 
4423 
4483 
4543 
4592 



4640 



4688 



4736 



4784 



4832 



4880 



4928 



4976 



5024 



5072 



5120 



5168 



5216 
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tec gca gte gcg caa gat ggg gac ccg gac ate gat acc atg ccc ctt 
Ser Ala Val Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp He Asp Thr M et Pro Leu 

795 800 805 

etc gec tgg tec gtc cag caa gec cag tct tac egg gaa etc caa acc 
Leu Ala Trp Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu oS Sa 

815 820 825 

gac gga aag gat teg ggt ttg gtc aag ttc atg ate cgt aac caa tec 
Asp Gly Lys Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met He Arg Asn Gin Ser 

830 835 " 840 

tac ttt tac ttt ccc ate ttg ttg etc gec cgc etg teg tgg ttg aac 
Tyr Phe Tyr Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser t£> ^u tel 

84S 8S0 
gag tec ttc aag tgc gec ttt ggg ctt gga get gcg teg gag aac get 
Glu Ser Phe Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser 111 Asn Sa 

860 865 870 

get etc gaa etc aag gee aag ggt ctt cag tac ccc ctt ttg gaa aag 
Ala Leu Glu Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys 

880 88 5 
get ggc ate etg etg cae tac get tgg atg ctt aca gtt teg tee ggc 
Ala Gly He Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Sly 

895 900 9Q i 

ttt gga cgc ttc teg ttc gcg tac acc gca ttt tac ttt eta acc gcg 
Phe Gly Arg Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr EI 



910 



915 



920 



5264 



5312 



5360 



5408 



5456 



5504 



5552 



5600 



5648 



5696 



-7 ^ \J 

ace gcg tec tgt gga ttc ttg etc gee att gtc ttt ggc etc ggc cac 
Thr Ala Ser Cys Gly Phe Leu Leu Ala He Val Phe fly Leu lly His 
925 930 g3s 

T Mt gC ° gaC gCC Cgt 3ac ttc tgg aag 

Asn Gly Met Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe t£ Lys 

945 25 
etc caa gte ace acg act cgc aac gtc acg ggc gga cac ggt ttc ccc 5744 
Leu Gin Val Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly lly His Sly Phe HI *™ 

955 960 965 

caa gee ttt gtc gac tgg ttc tgt ggt ggc etc cag tac caa gte aac 5792 
Gin Ala Phe Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp ^ 

975 sso 9a ; 

His Ss 2 T r ^ ^ ^ * CC ~* «c 5840 

Hxs Hxs Leu Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His 

"° 995 10 00 

ST ffjr ^ ttC t9 ° aSg gag ^g ggt gte cag tac cac 5885 
Ala Leu Val Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His 

1005 1015 

gaa gee gac ctt gtg gac ggg acc atg gaa gtc ttg cae cat ttg 5930 

Glu Ala Asp Leu Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu 

1020 1025 1030 

ggc age gtg gec ggc gaa ttc gtc gtg gat ttt gta cgc gat gga 5975 

Gly ser Val Ala Gly Glu Phe Val Val Asp Phe Val Arg Asp lly 

1035 104 0 1045 

Pro Sa Jet agatCtgCCg legatee egggecatgg cetgetttaa 
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tgagatatgc gagacgccta tgatcgcatg atatttgctt tcaattctgt tgtgcacgtt 
gtaaaaaacc tgagcatgtg tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctefS 
aatatatcac ccgttactat cgtattttta tgaataatat tctcc^a atttactaa! 
tgtccg,cga cgagctcggc gcgccgtcga cctgcaggca tgcaag^ acgctglcgc 
aagcactcag ggcgcaaggg ctgctaaagg aagcggaaca cgtagaaagc cagtccgc!! 
aaacggtgct gaccccggat gaatgtcagc tactgggcta tctggacaag g^aaacgc! 

™: ga L a :™ agctt9cagt sggcttacat g ~- 

SaccS^ Cag ! aagC3a acc ^ttg ccagctgggg cgccctotgg taaggttggg 

= =5=2 E~ 3— ~. ~Z£ 
==C = = 3= =~ S 

== s=s= = = == Si 

ctctagtcga gggcccatgg gagcttggat tgaacaagat ggattgcacg caggttctcc 
ggccgcttgg gtggagaggc tattcggcta tgactgggca cLcagacaa tcggctgc" 
tgatgccgcc gtgttccggc tgtcagcgca ggggcgcccg gttetttttg tcSgaccga 
cctgtccggt gccctgaatg aactgcagga cgaggcagcg cggctatcgt ggctggcSc 
gacgggcgtt ccttgcgcag ctgtgctcga cgttgtcact gaagcgggaa »S 
iZttlT g r tgCCgg g ^ tCt -tgtcatct caccttgE: 
SST at39Ct9atg caat ^<=* gctgcatacg cttgatccgg ctacctgccc 
tatSr Ca ! gCgaaaC "cgoatcg. gcgagcacgt actcggatgg aagccggtct 
tgtcgatcag gatgatctgg acgaagagca tcaggggctc gcgccagccg aactgttogc 
caggctcaag gcgcgcatgc ccgacggcga ggatctcgtc gtgacccatg gcgatgcctg 
ZT^IT atCatggtgg — tggcog cttttctgga ttcatcgact gtggccggct 
Srggtgtggcg gaccgctato aggacatagc gttggctacc cgtgatattg ctlltllllt 
tggcggcgaa tgggctgacc gcttcctcgt gctttacggt atcgccgctc ccgatSS 
gcgcatcgcc ttctatcgcc ttcttgacga gttcttc£ gcgggaccca agctagcttc 
gacggatccc ccgatgagct aagctagcta tatcatcaat ttatgtatta cacataatat 
cgcactcagt ctttcatcta cggcaatgta ccagctgata taat^gtta ttgaaatatt 

titiT.li: a :r gc : to aataaattt * ******* ttiztitt 

Te^lltTr Caataaatat "^^tata tttctttcaa gatgggaatt aattcactgg 
ccgtcgtttt acaacgtcgt gactgggaaa accctggcgt tacccaactt aa* c *lllll 
cagcacatcc ccctttcgcc agctggcgta ataoe™-™. ° CCaactt aat =i?ccttg 

_ 3 -•a'-'-ggcgca atagcgaaga ggcccgcacc gatcaccctt 

cccaacagtt gcgcagcctg aatggcgccc gctcctttcg ctttottccc ttcctttctc 
TtZlttll !! g9CtttCC ctaaatcggg ggctcccttt aggg^cga 

tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa aaacttgatt tgggtgatgg ttlCgSt 
gggccatcgc octgatagac ggtttttcgc cctttgacgt tggagtcclc gttct^aft 
agtggactct tgttccaaac tggaacaaca ctcaacccta tctcgggcta ttcttttgat 
trtataaggga ttttgccgat ttcggaacca ccatcaaaca ggatStcgc ctgctggggc 
lltZllX g f CCgCttg "gcaactct ctcagggcca ggcggtgaa^ ggcaat^c 
TatlltT C ' CaCt9gtg aaaa ^ ccaccccagt acattaaaaa cgtccgcaft 
gtgttattaa gttgtctaag cgtcaatttg tttacaccac aatatatcct gcoaccagcc 
tcaat a r gC tCCCCgaCCg Wtcgga acaaaatcac cactcgatac aggcagccca 
tcagtccggg acggcgtcag cgggagagcc gttgtaaggc ggcagacttt gctcatgtta 
TJTall t ! g9aagaaC *S«~taag ctg= C ggg tt tgaaacacgg atgatctcgc 
a 93 — 222? t taaC ^ ac -WcgttBo tgcctgtgat caaatatlat 
^ Srag—cgaa ttatcagcct tcttattcat ttctcgctta accgtgacaa 

gctgtcgatc ttgagaacta tgccgacata ataggaaatc gctgga'taaa gccg^gg 



6087 

6147 

6207 

6267 

6327 

6387 

6447 

6507 

6567 

6627 

6687 

6747 

6807 

6867 

6927 

6987 

7047 

7107 

7167 

7227 

7287 

7347 

7407 

7467 

7527 

7587 

7647 

7707 

7767 

7827 

7887 

7947 

8007 

8067 

8127 

8187 

8247 

8307 

8367 

8427 

8487 

8547 

8607 

8667 

8727 

8787 

8847 

8907 

8967 
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aagctgagtg 
tgctcaccga 
cggctgatcg 
gagtcgcgag 
ccacgccagg 
agctactgga 
aggcacggga 
cgccaggccc 
cgccacgccc 
tagcagagcg 
gaccccgccc 
aagtgcgccg 
catcacgagc 
tcgctgttcg 
gtcctcctgt 
cacggcatct 
aacggacccg 
ctgcacgtcg 
tcctctgttt 
caagtgcgtc 
cccccagccg 
acccaggcgt 
tcgcgccact 
ttgagcgggt 
gacagcttgc 
acgatttcct 
cggaagcggt 
atcgccgtcg 
atcgaccagc 
ggggtgcgct 
agctcgacgc 
tgcagcgcct 
tcgtttggca 
atttccttga 
tgttttgcca 
tcgatggtca 
acggcggccg 
ttggccgtag 
atgacggtgc 
tcttgcctgt 
ccgactcacg 
tccagataat 
tcgtacttgg 
ttgccgtggg 
tgcttgtcgc 
ataatatttt 
atactgttct 
cttgtccgcc 
aaagatgttg 
cgtctttaaa 



gcgctatttc 
atggtacagg 
accccagatc 
atcccccgga 
ccgagaacat 



124 



acgagcagaa 
ggttgccact 
gctgcgacgc 
gcagttccgc 
gcagagatga 
ggcaggcggt 
aggatgaaga 
aataaacccg 
ggctccacga 
ttgaagaccg 
cgcaaccgtt 
aacatctctg 
gccgcfcccaa 
atcggcagtt 
gagcagtgcc 
gaactgaccc 
gttccaccag 
tcttcacgcg 
acggctcccg 
ggtacttctc 
cgtcgatcag 
gcagcagcga 
cctgtaggcg 
ccaggtcctg 
tcgcgtactc 
cggtgtaggt 
cgcgcgggat 
tcgctcgcat 
tctgctgctt 
ggtcctcgcc 
tcgacttcgc 
atggcgcggg 
cttgctggac 
ggcttgcgat 
atgccttccg 

cc ggggcaat 

ccaccttatc 
tattccgaat 
cctcggcctg 
cggcatcgtt 
attttctccc 
tccccgatat 
ctgccgcttc 
ctgtctccca 
aaatcataca 



tttagaagtg 

tc ggggaccc 

tggggctgag 
accaaaggaa 
tggttcctgt 
gtcctccggc 
tgcgggtcag 
cgacaggatc 
aaatagcccc 
acacgaccat 
agaccgaaat 
tgcgcatcca 
ccggcaacgc 
aaacgccgga 
acagcccaat 
cagcgaacgc 
gagctttctt 
gccgtcgaat 
cgtagagcgc 
cgcttgttcc 
cacaaggccc 
gccgctgcct 
ggtggaatcc 
gtgcgagctg 
ccatatgaat 
gacctggcaa 
caccgattcc 
cgacaggcat 
gcaaagctcg 
caacacctgc 
gatcttcacg 
tttcttgttg 
°gtgtccggc 
cgtgtgtttc 
ggcggttttt 
caaacctgcc 
cagggcaggg 
catcgagccg 
ggtttcggca 
gtcaaacgtc 
gtgcccttat 
ggcaatgaag 
cttgccctgc 
agagccaaaa 
gcgccacatc 
aatcaggctt 
cctccctgat 
tcccaagatc 
ggtcgccgtg 
gctcgcgcgg 



aacgttgacg 
gaagttccga 
aaagcccagt 
gtaggttaaa 
aggcatcggg 
cgccagttgc 
cacggttccg 
tagcgctgcg 
caggaccgcc 
cagcggctgc 
aaacaacaag 
ccagattccc 
ccgcagcagc 
cagatgcgcc 
gatctcgccg 
ctccatgggc 
ca gggccgac 
ctgagcctta 
gccgtgcgtc 
tgaaatgcca 
tagcgtttgc 
cgcaactctt 
gatccgcaca 
aaatagtcga 
ttcgtgtagt 
cgggacgttt 
aggtgcccaa 
tcctcggcct 
tagaacgtga 
tgccacacca 
tccttgttga 
cgcgtggtga 
cacggcgcaa 
agcaacgcgg 
cgcttcttgg 
gcctcctgtt 
ggagccagtt 
acggactgga 
tcctcggcgg 
cgattcattc 
tcctgatttg 
tcggtcccgt 
acgaatacca 
cacttgatgc 
taggtactaa 
gatccccagt 
cgaccggacg 
aataaagcca 
ggaaaagaca 
atctttaaat 



atatcaactc 
ctgtcggcct 
aaggaaacaa 
cccgctccga 
attggcggat 
caggcggtaa 
aacgccatgg 
tttggtgtca 
atcaatcgta 
acagcgccta 
ctccagaata 
gttggaatct 
ataccggcga 
ttgtgagcgt 
tcgatgtagg 
tttttctcct 
aatcggatct 
atcacaattg 
ccgagcgata 
gtaaagcgct 
aatgcaccag 
cgcaggcttc 
tgaggcggaa 
acatccgtcg 
ggtcgccagc 
tcttgccacg 
cgcggtcgga 
tcgtgtaata 
aggtgatcgg 
gttcgtcatc 
cgtggaaaat 
acagggcaga 
tatcgaacaa 
cctgcttggc 
tcgtcatagt 
cgagacgacg 
gcacgctgtc 
aggtttcgcg 
aaaaccccgc 
accctccttg 
acccgcctgg 
agaccgtctg 
gcgacccctt 
ggaagaagtc 
aacaattcat 
aagtcaaaaa 
cagaaggcaa 
cttactttgc 
agttcctctt 
ggagtgtctt 



ccctatccat 
gatgcatccc 
ctgtaggttc 
tcaggccgag 
caaacactaa 
aggtgagcag 
aaaccgcccc 
acaccaacag 
tcgggctacc 
ccgtcgccgc 
gcgaaatatt 
gtcggacgat 
cccctcggcc 
ccttggggcc 
cgccgaatgc 
cgtgctcgta 
cgcggaaatc 
tcaattttaa 
ctgagcgaag 
ggctgctgaa 
gtcatcattg 
gccgacctgc 
ggtttccagc 
ggccgtcggc 
aaacagcacg 
gtccaggacg 
cgtgaagccc 
ccggccattg 
ctcgccgata 
gtcggcccgc 
gaccttgttt 

gcgggccgtg 

ggaaagctgc 
ctcgctgacc 
tcctcgcgtg 
cgaacgctcc 
gcgctcgatc- 
gggcgcacgc 
gtcgatcagt 
cgggattgcc 
tgccttggtg 
gccgtccttc 
gcccaaatac 
ggtgcgctcc 
ccagtaaaat 
atagctcgac 
tgtcatacca 
catctttcac 
cgggcttttc 
cttcccagtt 



9027 
9087 
9147 
9207 
9267 
9327 
9387 
9447 
9507 
9567 
9627 
9687 
9747 
9807 
9867 
9927 
9987 
10047 
10107 
10167 
10227 
10287 
10347 
10407 
10467 
10527 
10587 
10647 
10707 
10767 
10827 
10887 
10947 
11007 
11067 . 
11127 
11187 
11247 
11307 
11367 
11427 
11487 
11547 
11607 
11667 
11727 
11787 
11847 
11907 
11967 
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ttcgcaatcc 
gtctaagcta 
ctccgcatac 
aaggacgcca 
caggaccttt 
cacatcatag 
ttctcccacc 
gtatttttcg 
ccttcctctt 
tccaattcac 
ttgttttcaa 

tgggtgatgc 

gcttctgtgt 
aaaagcaccg 
cagttcactt 
aatggcgttg 
cgtcacttaa 
tcatcgtctg 
gctggctgtt 
aacgcactat 
tatggatgac 
tcagcaagcg 
cacggctggg 
tcgggcatta 
agaatttaca 
tatgctttgc 
aatccttaca 
atatattcaa 
aaatatggcg 
ataatcttac 



125 



cggcacccgc 
agtccgtgaa 
cactgcccgg 
cgggcgtcgc 
ggactgccag 

ggggggatgg 

ttcggcgtgc 
attggtttaa 
ttgcaaatgc 
catctgtcag 
gcgcccctca 
gggaaactcg 
gccggccgaa 
caagtgtcaa 
caacgccggc 
gggccataga 
gcgctcggtc 
cttgatggag 
gctaaaaaag 
cgtcctgctt 



acatcggcca 
ttcgtatagg 
agctcgataa 
tcggcctcac 
ggaacaggca 
gtggtccctt 
agcttatata 
atcagttttt 
ttctacagta 
tgttccttgc 
agttggcgta 
tgccaactta 
c tat cage tg 
ccggacatca 
acaccgcttc 
gatgeeggge 
aaaactcagg 
cgcggaaatg 
ttacgegtat 
ggcgacgctg 
ggatggctgg 
atataegcag 
aeggaagteg 
tctgaacata 
agctataagg 
ccattctata 
taeggegata 
ggcaatctgc 
cttcatagag 
ctatcacctc 
gaccactatg 
tgccccgacg 
cacctggtcg 
getegggctg 
cgctgccatt 
gaggcccgcg 
gcggtcacgc 
aagcaggtta 
tggattttct 
cactctgccc 
agtgtcaata 
egtaaaatea 
ategagectg 
cgtccgcccc 
ggccgcggtg 
cggccgccag 
ttgecttget 
cgcatgggga 
tcatggctct 
ctcttcgatc 



gategttatt 
gacaatccga 
tcttttcagg 
tcatgagcag 
gctttccttc 
tatacegget 
ccttagcagg 
teaattcegg 
tttaaagata 
attctaaaac 
taacatagta 
ctgatttagt 
tccctcctgt 
gcgctatctc 
tcaacccggt 
aacagcccgc 
ccgcagtcgg 
gacgaacagt 
gacagtctcc 

gggegtctta 

ccgctgtatg 
cgaattgagc 
ctgtcgttct 
aaacactatc 
ttattgtcct 
gatatattga 
tcttctatat 
ctcctcatcc 
taattctgta 
aaatggttcg 
ecaagaatge 
gccgaagtga 
ctgaatgtcg 
atcgcccatc 
"tggggtga 
ttagegggee 
geacagggeg 
aaagacaggt 
gcctgtggac 
ctcaagtgtc 
ccgcagggca 
ggcgttttcg 
cccctcatct 
tcatctgtca 
tctcgcacac 



cccagcggcg 
cgtcggtgat 
cgtgcttggc 
gccctcgggc 
ttcgccagca 



cagtaagtaa 
tatgtcgatg 
gctttgttca 
attgetccag 
cagccatagc 
gtcegtcatt 
agacattcct 
tgatattctc 
ccccaagaag 
cttaaatacc 
tegaeggage 
gtatgatggt 
tcagctactg 
tgctctcact 
acgcaccaga 
attatgggcg 
taacctcgcg 

ggggctatgt 

ggaagacggt 
tgagectget 
aatcccgcct 
ggcataacct 
caaaateggt 
aataagttgg 
gggtttcaag 
taagegeget 
aaaagatata 
tcttcatcct 
aaggtccaat 
ctgggtttat 
ccaaggtaaa 
agggcaggee 
atgccagcac 
ccgttactgc 
ggccgttcgc 
gggagggttc 
cagccctggt 
tagcggtggc 
agcccctcaa 
aaggatcgcg 
cttatcccca 
ccgatttgcg 
gtcaacgccg 
gtgagggeca 
ggcttcgacg 
agggcaacca 
gtacttcacc 
aatcacgcgc 
ggaccacgcc 
gggegaggat 



tecaattegg 
gagtgaaaga 
tcttcatact 
ccatcatgcc 
atcatgtcct 
tttaaatata 
teegtatett 
attttageca 
ctaattataa 
agaaaacagc 
cgattttgaa 
gtttttgagg 
acggggtggt 
geegtaaaac 
aaatcattga 
ttggcctcaa 
catacagccg 
eggggctaaa 
tgttgcgcac 
gtcacccttt 
gaagggaaag 
gaatctgagg 
ggagctgeat 
agtcattacc 
cattagtcca 
gcctatgcct 
ttatcttatc 
ettegtcttg 
tetegtttte 
cgcacccccg 
aattgeegge 
gccacccagg 
ctgcggcacg 
cccgatcccg 
ggccgagggg 
gagaaggggg 
taaaaacaag 
egaaaaaegg 
atgtcaatag 
cccctcatct 
ggcttgtcca 
aggctggeca 
cgccgggtga 
agttttccgc 
gcgtttctgg 
geceggtgag 
agctccgcga 
accccccggc 
catcatgacc 
cgtggcatca 



etaagegget 
gectgatgea 
cttccgagca 
gttcaaagtg 
tttcccgttc 
ggttttcatt 
ttacgcagcg 
tttattattt 
caagacgaac 
tttttcaaag 
accacaatta 
tgctccagtg 
gegtaaegge 
atggcaactg 
tatggccatg 
cacgatttta 
ggcagtgacg 
tcgcgccagc 
gtattcggtg 
gacgtggtga 
ctgcacgtaa 
cagcacctgg 
gacaaagtca 
caattatgat 
tgcaagtttt 
tgccccctga 
agtattgtca 
gtagcttttt 
ataccteggt 
aacacgagca 
cccgccatga 
ccgccgccct 
teaatgette 
gcaatggcaa 
cgcagcccct 
ggcacccccc 
gtttataaat 



gcggaaaccc 
gtgcgcccct 
gtcagtagtc 
catcatctgt 
gctccacgtc 
gtcggcccct 
gaggtatcca 
cgcgtttgca 
cgtcgcaaag 
agtegctett 
cgttttagcg 
ttgecaaget 
ccgaaccgcg 



12027 
12087 
12147 
12207 
12267 
12327 
12387 
12447 
12507 
12567 
12627 
12687 
12747 
12807 
12867 
12927 
12987 
13047 
13107 
13167 
13227 
13287 
13347 
13407 
13467 
13527 
13587 
13647 
13707 
13767 
13827 
13887 
13947 
14007 
14067 
14127 
14187 
14247 
14307 
14367 
14427 
14487 
14547 
14607 
14667 
14727 - 
14787 
14847 
14907 
14967 
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ccgtgcgcgg 
cattgatgcg 
cctggccgac 
caatcgctct 
ttggcttggt 
agcctcgcag 
aggaacaccc 
tacaccaagg 
atggatatac 
gccacgcttc 
ggagagcgca 
tttcgccacc 
•tggaaaaacg 
cacatgttct 
tgagctgata 
gcggaagagc 
gggcagggca 
ggaggggatg 
ctgatcaatc 
ccaatccatc 
cgaaggcgtc 
cgcgctcgcc 
agctgattgt 
agcgaagctg 
tgcgcgcgcc 
gaaatgagcg 
tggcttcggc 
gctgctgaac 
cgttcaacag 
acactttatc 
cgttcaatcg 
gatcgtaatt 
gctgccgggc 
tctgctggcg 
ggatcgtttc 



gtcgtcggtg 
Srgccagctcg 
ggccagcagg 
tcgttcgtct 
ttcatcagcc 
agcaggattc 
gctcgcgggt 
aaagtctaca 



cgaaaaaatc 
ccgaagggag 
cgagggagct 
tctgacttga 
ccagcaacgc 
ttcctgcgtt 
ccgctcgccg 
gccagaaggc 
tgaaaaagcc 
ttgtctacat 
gtcacccttt 



gacaatcacc 
tatcgcggcc 
ggcatcgctg 
catcagcgca 
cgcgtcggcc 
atcgcggtag 
ccagtcgtcg 
cagtgcgtcg 
ccccaaccgt 
gtccagggcg 
actgataaac 
gaccagcgga 
ctgagcactg 
ctcctgcgcg 
ctgtatgcgt 
gggcggcggc 



agccagagtt 
cggacgtgct 
taggccgaca 
ggaaggcagt 
atccgcttgc 
ccgttgagca 
gggcctactt 
cgaacccttt 
gctataatga 
aaaggcggac 
tccaggggga 
gcgtcgattt 
ggccttttta 
atcccctgat 
cagccgaacg 
cgccagagag 
cgtagcgggc 
ggctctgctg 
ctcggtcctt 
gcgagtccct 
cgcaacagcg 
tcgccggcct 
ttgacggcgt 
gtttccatct 
gcgagcagcg 
tcggctctcg 
agcagcgccc 
tccgccagtt 
gcacggatca 
ataatatgtc 
ggctggtccg 
tcgcgctcga 
atctggttca 
tggtgcaatt 
caatcttgct 



126 

tcagcaggcc 
catagtccac 
ggctcatgcc 
acaccttgat 
cctcatctgt 
ccgccaggtg 
cacctatcct 



ggcaaaatcc 
ccccgaagca 
aggtatccgg 
aacgcctggt 
ttgtgatgct 
cggttcctgg 
tctgtggata 
accgagcgca 
gccgagcgcg 
tgctacgggc 
tagtgagtgg 
caacgttcct 
gctcgaacgc 
gcgagagcgg 
gctcctcaag 
ccccggccga 
gcggtgcgcc 
cctgcctgaa 
gcaccgaatg 
gcttgttcct 
tgcgtgtcgt 
ctgtattcgg 
caccaactta 
gaggccagac 
cgctgtcggc 
ctcgaacgac 
tgcctgcgca 
cgtctcgctg 



gcccaggcgg 
gacgcccgtg 
ggccgccgcc 
aggtgggctg 
tacgccggcg 
cgaataaggg 
gcccggctga 
tgtatatcgt 
gggttatgca 
taagcggcag 
atctttatag 
cgtcaggggg 
ccttttgctg 
accgtattac 
gcgagtcagt 
gccgtgaggc 
gtctgacgcg 
gttgcgctcc 
gacaacgagc 
tgcgtccgga 
agcctgttca 
cacggcccca 
aaaacccgcc 
cggtcgcgtg 
gctgcgggca 
cgtatgattc 
gaagtgccag 
cagaccgtct 
ctgcaacttt 
tcagtgataa 
gtgaaaccca 
atcggcctga 
gtcaccgccc 
cctgtgctgg 
gccggcgcca 



cccaggtcgc 
attttgtagc 
gccttttcct 
cccttcctgg 
gtagccggcc 
acagtgaaga 
cgccgttgga 
gcgaaaaagg 
gcggaaaagc 
ggtcggaaca 
tcctgtcggg 
gcggagccta 
gccttttgct 
cgcctttgag 
gagcgaggaa 
ttggacgcta 
gtggaaaggg 
ggcagcggtc 
ctccttttcg 
ccggcttcgt 
acggtgccgc 
acagtgaagt 
tcgcagagga 
ccggcatgga 
ttcccgatca 
tccgccagca 
taaagcgccg 
acgccgacct 
gtcatgcttg 
agaatccgcg 
acatacccct 
ttatgccggt 
actatggcat 
gcgcgctgtc 
gate 



15027 

15087 

15147 

15207 

15267 

15327 

15387 

15447 

15507 

15567 

15627 

15687 

15747 

15807 

15867 

15927 

15987 

16047 

16107 

16167 

16227 

16287 

16347 

16407 

16467 

16527 

16587 

16647 

16707 

16767 

16827 

16887 

16947 

17007 

17061 



<210> 72 



<211> 290 
<212> PRT 

^egLs^ 0 ^^ 1 ™ triC ° mUt ™< ^comitrella patens, Caenorna^is 
<400> 72 



Met Glu val val Glu Arg Phe Tyr Gly oiu Leu Asp Gly Lys Val Ser 
Gin Gly val Asn Ala Leu Leu Gly Ser 11 Gly Val Glu Leu Tnr Asp 
Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro He 
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35 40 45 

Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 

50 55 60 

Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 
65 70 .75 80 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

8S 90 ' 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 . .no 

Ser Leu Trp Gly Asn. Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

115 120 125 

Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

I 30 135 140 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 
145 150 155 . 160 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu* He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170 175 

His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

180 185 190 

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 200 205 

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

210 215 220 

Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys He 

245 250 255 

Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 270 

Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys . 
275 280 285 

Thr Glu 
290 

<210> 73 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricomutum, Physcomitrella patens, Caenorhabditis 
elegans 

<400> 73 



Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val 
1 5 
Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr 
20 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu 

35 40 
Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn 



Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

10 is 
Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 
25 30 
Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 
45 

Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 
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His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 



105 



Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr III Pro Phe 



115 



120 



125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

. 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr. Cys Ala Ser Glu Met 

150 15 5 ien 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

• 170 17e - 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly .Ala Phe Asn He Ala 

185 190 

val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 



215 



220 



Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 



235 



Asp Val ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala A^a 



245 



250 



Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin G^n Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

265 270 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
27 5 280 

<210> 74 

t 

<211> 477 
<212> PRT 

^legans^ 0 ^^^ Physcon.itrella patens, Caenorhabaitis 

<400> 74 



Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly S er Thr Ala Ala 

Arg Lys He Ser Trp Gin Glu Val Lys Tnr His Ala Ser Pro Glu Asp 

Ala Trp lie He His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Trp His 

40 

Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr His Ala Gly Asp Asp Met 

^ 60 
Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser Leu Met 

Lys Lys Phe Tyr He G^y Glu Leu Leu Pro IL Thr Thr' Gly Lys gL 
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85 90 95 

Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg Ser Lys 

100 105 11Q 

Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr Val Tyr 

US 120 125 

Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys Ala Leu Val 
^ I 30 "5 140 

Phe Tyr Ser Asp Arg Pne Trp Val His Leu Ala ser Ala Val Met Leu 



Gly Thr.Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe Leu His 

165 170 175 

His Gin val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly Leu Phe 

180 • "5 190 

Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys Asn Lys 

195 2 °0 205 

His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser Ala Val 

210 215 220 

Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp lie Asp Thr Met Pro Leu Leu Ala Trp 

230 235 *J 

Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp Gly Lys 



245 250 



Asp ser Gly Leu Val Lys Phe Met lie Arg Asn. .Gin Ser Tyr Phe Tyr 

260 265 270 

Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu Ser Phe 

275 280 285 

Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala Leu Glu 

290 • 295 300 

Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys Ala Gly He 

310 315 . 320 

Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe Gly Arg 

325 330 335 

Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr Ala Ser 

340 3 45 350 

Cys Gly Phe Leu Leu Ala He Val Phe Gly Leu Gly His Asn Gly Met 

360 3S5 
Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu Gin Val 

370 375 380 

Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin Ala Phe 

f 390 395 4 oo 

Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His His Leu 

405 410 " 415 

Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala Leu Val 

420 425 4 3o 

Glu ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala Asp Leu 

43 5 440 445 

Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val Ala Gly 

450 455 460 

Glu Phe val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 
465 470 475 
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Figur 1 : Vektorkarte von pSUN3CeLPLAT 



NotI(T) 
j Pvu I (27) 




NotI(4756)' BamW 

Notl(322S) 
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Figur 2: Amindsaure-Sequenzvergleich von C. elegans LPLATs (Ce-T06E8.1 und 
Ce-F59F4.4) mit der M. musculus LPAAT (Mm-NP061350). 



Mm-NP061350 
Ce-T06E8.1 
Ce-F59F4.4 



Mcn-NP061350 

Ce-T06E8.1 

Ce-F59F4*4 



Mn-NP061350 

Ce-T06E8.1 

Ce-F59F4.4 



Mm-NP061350 
Ce-T06E8.1 . 
Ce-F59F4.4 



]y&a-NP061350 

Ce-T06E8.1 

Ce-F59F4.4 



MELWPGAWpA LLLLI^LIpS 

MENFT^I WFFl|§sdiF 

M|F LAILF§IA§L 

51 

PVCAVRGRNV ENMKliRLLL 
VTMIPSWLNG KGADYpFHSF 
LASIPFGKSP NNHFR||FKIF 



HQSgLEgly 
HQS SldBl, 



^SWFCSSSAK 
IfflYHISTVCH 
IflLAQLPVIG 




50 

^Jflailai 

.JlLHGMEVC 
q^IGGFLGG 




201 

BO. | 

Pi 



pigp 
pimp 




|sy qeGBBkke^r 

)Y KD^KkpgRY 
KfSF~-^ 




251 



Mm-NP061350 
Ce-T06E8.1 M 
Ce-F59F4.4 H( 



•TIF REgSTDGLGG 
LAAY KE1TLEAQQR 
SQAHR . EKiDAEAANL 



FTSP^CQ^R 

fkntT 
LTS.HiNrc: 



GDCLKKPGGA 
NATRRGETKD 
NI 



^Ipp^^egl 

I1pE§e|s. . 

285 
GEARL 
GKKSE 
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Figur 3: Fettsaureprofile von transgenen C13ABYS86 S. cerevisiae-Zellen 
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Figur 4: Elongation exogen applizlerter 1 S:^ 12 bzw. 1 S:^ 12 - 15 im Anschluss 
ihre endogene A-6-Desaturierung (Daten aus Fig. 2 und 3). 
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Figur 5: Fettsaureprofile von transgenen C1 3ABYS86 S. cerevisiae-Zellen 



to 
cm" 
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Figur 6: Acyl-CoA-Zusammensetzung transgener INVSd Hefen, die mit den Vek- 
toren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (A) Oder pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2- 
T06E8.1 (B) transformiert worden waren. 




3 




B 
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Figur 7: Fettsaure-Profile von transgenen INVScI S. cerews/ae-Zellen 



13 
c 

CO 

i 

Q 
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Figur 8: Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerevisiae-Zellen. 
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Figur 9A: Vektorkarte von pGPTV LeB4-700 + T06E8.1 
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Rgur 9B: ^orkarte von pGPTV USP/OCS-1 ,2,3 PSE1 (Pp)+D6-Des(Pt)+2AT 



pGPTV/USP/OCS- 1 ,2,3 PSE 1 (Pp) D6-Des(Pt)-2 AT(T06E8- 1 ) 

Ascl(310) 
Sad (321) 
Xhol (323) 
USP- 

PSE 

Stul(1908) 
OCS- 
USP- 

Acyltrans- 

Hpal (3663) 
locs- 

USP- 

D6- 

Xmal (6007) 
Smal (6009) 
ocs- 

Sacl (6224) 

AscI (6227) 
nos- 

Apal (6883) 

NPTII (10168- 




LB (8391 
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Figur 10A: Biosynthese-Weg von LCPUFAs 



▼ 

18:1 A9 -PC 




20:4 A5 ' 8 ' 11 ' 14 -PC 
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Ftgur 10B: Biosynthese-Weg von LCPUFAs 



7l8:4-CoA 




20:4 A8 ' 11 ' 14 ' 17 - CoA 



18:1-PC 



18.-2-PC 




a18 . 3 A9,i2,is_p C 





?18:4-PC 




20:4-PC 




20:5 A5,8,11 > 14,17_ pc 
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Figur 1 1 : Vergleich von GPAT und LPAAT Substratspezifitaten in Lein, 
Sonnenblume und Mortierella alpina 




□ Lein GPAT 
■ Lein LPAAT 



EI Sonnenblume GPAT □ Mortierella GPAT 
■Sonnenblume LPAAT ■ Mortierella LPAAT 
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Rgur 12: Vergleich von LPCAT Substratspezifitat in Lein, Sonnenblume und 

Mortierella alpha 



450 




{□Lein LPCAT □ Sonnenblume LPCAT E3 Mortierella lpcat 
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Rgur 13: Vergleich von SEQ ID NO: 2 mft Swiss-Prot Datenbank 
i 

Q9J247 . 50 
MSSNKASFFTRL 

Q9JU41 ... " 

MSSNKASFFTRL 

Q59601 

MSSNKASFFTRL 

Q9HW50 ... 

_ MARLRLLLRSARL 

SEQ ID NO: 2 

Q35259 • • MSAWTRAKTAVGL 



51 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 . 

SEQ ID NO: 2 

035259 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 

035259 



Q9J247 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50- 

SEQ ID NO: 

035259 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 

035259 



100 



RRLCRLAVWLFKTGKNLRGIDGG . CPESRNRAVTELGRGVLAALD . 

RRLCRLTVWLFKTGKNLRGIDGG . CPESRNRAVIELGRGVIAALD 

RRLCRLTVWLFKTGKNLRGIDGG . CPKSRNRAVTALGKGALAALD \ 
LGLVALGLGLiAAWVSLRERLPGADVTPLRQRLTRWWLARLC . 
LTLAPARIVFLVTVIiGTyGLTVAACTRIiGVPKSF^ 
CFLLPIJIIAI^TGIGLLWGTTMVGYLPNGRFKEF^ 

101 

150 

IGLEVGRPAPEHPNG. . VLVAANHVSWLDIFAMS . AVYPSSFIAKQEI 
IGLEVGRPAPEHPNG . .VLVAANHVSWLDIFAMS. AVYPSSFIAKQEI 
IGLEVGRPAPEHPNG . . VLVAANHVSWLDIFAMS . AVYPSSFIAKQEI 
' • FEVRVSGEAPRQP . . . . MLWVANHVSWTDIPLLG ♦ ALAPLTFLSKAEV 
GFYHIEVSCDAQGLREWP . RVTVANHVSYLEILYFMSTVHCPSFVMKKTC 
RALTAI ITYHNRKNRPRNGG 1CVANHTSRIDVI IFASDG YYAMVGQVHGG 



151 

KSWPVLGKMGQNAGTVFINRNSRR . 
KSWPVLGKMGQNAGTVFINRNSRR . 
KSWPVLGKMGQNAGTVFINRNSRR . 
RAWPLAGWLAEKAGTLFIRRGSG. . 



200 

. DIEPINRAVCETLQRGQ 
- DIEPINRAVCETLQRGQ 
. DIEPINRAVCETLQRGQ 
. DSRLINQRLAEQLHRGR 



LMGVTQRAMVKAC PHVWF ERSEVK . 



201 



• DRHLVAKRLTEHVQDKS 



250 



. ^SFFPEARTSSGIXSLLPFKAALFQSAIDAGAKVLAVAI^YYDETG^ 
. -NVSFFPEARTSSGLGLLPFKAALFQSAIDAGAKVLAVALRYYDETGKR 
' ^SFFPEARTSSGI^LPFKAALFQSAIDAGAKVLAVA^YYDE 



. - PLLVFPEGTTTNGSCLLQFKTGAFR . . . PG. AFVLPWLEFPIDKARG 
KLPILIFPEGTCINNTSVMMFKKGSFEIG. . . . ATVYPVAIKY . 



.DPQFG 
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300 

Q9 JZ47 TARPSYADVGLPTCLWRIVSMKKLTIRVDFVCVADAAE 

Q9JU41 TARPSYADVGLPTCLWRIVSMKKLTIKVDFVCVADAAE " 

Q59601 TARPSYADVGLPTCLWRIVSMKKLTIKVDFVCVADAAE 

Q9HW50 AQAPFIGDDDLLSHLGRIjLRGERGSVHIQLLEPI PSQ . * 

SEQ ID NO: 2 DFSPAYESVHTPAHLLRMIAQWRHR^ 

035259 DA ^^SSKYGaaVTY^ ......... 



301 

349 

Q9JZ47 ■ . . . SEDRYALKDK I EES IRAWADDADIAV 

Q9JU41 . . . SEDRYALKDKIEES IRAWADDADIAV 

Q59601 . . . . SEDRYALKDK IEES IRAWADDAD IAV 

Q9HW5 0 ... GLDRAELARQAQQAVRLALFGTAAPTQTRRAA 

SEQ ID NO: 2 VRDEMARALKVPTVEQSYRDKLVYHADLMP 

035259 KDEDAVQFANRVKSAIARQEDW 



BASF Plant Science GmbH 



20030823 



PF 54966 DE 



17/37 

Figur 1 4: Vergleich von SEQ ID NO: 5 mlt Swiss-Prot Datenbank 

' 50 

Q9C9P8 MEVCGDLKSD^KNRPLTPLRILRGI^IiVFLSTAFMFLLYFAPIAALG 

Q9SFJ1 MEVCGDI^SDNLKNRPIiTPIJlir^GLMILIiVFLSTAPMFIjLYFAI' IAALG 

Q9LHN4 MEKKSVPNSDKLSLIRVLRGIICLMVLVSTAPMMLIFWGFLSAVV 
, SEQ ID NO: 5 

Q9SDN3 . 

Q9XFW4 MAM^VXVPMILPFISGLVVNIXQAVCVVL^ 

51 

100 

Q9C9P8 I^LSTVQQSRiOA/SLIFGLWrjULWPYLFETVNGTTVVFSGDIIP . . .VEK 



Q9SFJ1 tJ^LSVQQSRKWSLIPGLWr^WPYLFETVNGTTVVFSGDIIP ... VEK 

Q9LHN4 r^FSXRYSRKCVSFFFGSWLALWPFLFEKINKTKVXFSGDKVP . . . CED 
SEO ID NO" 5 

W ' D MDWKVIFAGDKVP. . . KEN 

Q9SDN3 

MGKE 

Q9XFW4 



Q9C9P8 



150 



RVLLIANHRTEVDWMYIjWN^ 
Q9SFJ1 RVLLIANHRTEVDtflMYLWNX^RKGC 

Q9LHN4 RVLLIANHRTEVDWMYFWDLALRKGQ IGNIKYVLKS SLMKLPLFGWAFHL 

SEQ ID NO: 5 RVMVMCNHRTEVDWMYI WNLAIRKGK IG YCK YAVKNSVKNLPIjFGWAFYV 
HALVISNHRSDIDTA^VGW^ 



Q9SDN3 



Q9XFW4 HALWCMiRSDIDWLVGWIIAQRSGCr^SAIAVMKKSSKFLPVI^ 
151 



200 

LEFIPVERKREVDEPVLLQMLSSFKDPQEPLOTALFPEGTDFTEEKCKRS 



Q9C9P8 
Q9SFJ1 

Q9LHN4 ^ . fc „ „ ... ^w.iv,^ v sax ujr tuJALiWIiALFPEGTDYTEAB CQRS 

SEQ ID NO: 5 . PE F^HRKWEVDAPVIKTYIDSFQDK^ 

SEYLFIiERSWAIODEGTIiKSGVQRIiKDFPQPFWIiALB^ 
SEYLFLERNWAKDESTLQSGLQRLNDFPRPF^ 



Q9SDN3 
Q9XFW4 



201 

250 

Q9C9P8 QKFAAEVGLPALSNVLLPKTRGFGVCLEVIaHNST^AVYDLTIAYKPRCP . 

Q9SFJ1 QKFAAEVGLPALSNVLL PKTRGFGV CLEVLHNSLDAVYDLTIAYKPRCP . 

Q9LHN4 KKFAAENGLPILNNVLLPRTKGFVSCLQELSCSLDAVYDVTIGYKTRCP \ 

NAIGREKGYPELVNVLQPRTRGFVTCLSQSRCSLDAVYDIiTIGYKKRCP . 
QE YAAATGL PVPRNVL I PRTKGFVTAVSQMRS FAPAI YDVTVAI PKSSPA 
QEYAAS SELPVPRNVIilPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDMTVAI PKTSPP 



SEQ ID NO 
Q9SDN3 
Q9XFW4 
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Q9C9P8 
Q9SFJ1 
Q9LHN4 

SEQ ID NO: 5 

Q9SDN3 

Q9XFW4 



Q9C9P8 
Q9SFJ1 
Q9LHN4 

SEQ ID NO: 5 
Q9SDN3 
Q9XFW4 . 



Q9C9P8 
Q9SFJ1 
Q9LHN4 

SEQ ID NO: 5 

Q9SDN3 

Q9XFW4 



Q9C9P8 
Q9SFJ1 
Q9LHN4 

SEQ ID NO: 5 

Q9SDN3 

Q9XFW4 



18/37 



251 300 
SFMDNVFGTDPSEVHIHVRRVLLKEIPANEAESSAWLMDSFKLKDKLLSD 



SFLDNVYGIEPSEVHIHIRRINLTQ IPNQEKDINAWLMNTFQLKDQIiLND 
LFINNVFGTDPSEVHIHIRRIPISEIPQSEDGMTQWLYDLFYQKDQMLAS 
PTMLRLFEGRPSVVHVHIKRHVMRDLPETDEAVAQWCm 

3fvakdali.dk 



301 

350 

FNAQGBCFPNQRPEEELSVLKCIATFAGKQQQVTKPSCQKVFI*LLNQSSDE 
FNAQGKFPNQRPEEELSVLKCIATFAGKQQQVTKPSCQKVFLLLNQSSDE 
FYSNGHFPNEGTEKEFNTKKYLINCIAVIAFTTICTHLTO^ 
FSKTGSFPDSGIE . ESPLNIVEGVCNVAIJJVVLSGWVFW 
HTVEQTFGDQQLKVTGRPI^SLL^ 

HIAADTFPGQKEQNIGRPIKSLAVWSV\^CLLTLGAMKFLHW 
351 

400 

KESKKAVAQHPFTDTLDHLFQVEHSISCFLYMHIYNLSTCHLISLYE . 
KESKKAVAQHPFTDTLDHLFQVEHS I SCFL.YMHI YNLSTCHLISLYE . 

VSIiACVYLTSATHFNLRSVPLVETAKNSLKLVNK 

VAFASLLLAFSTYFDWRPKPVYSSLRTKRKIV 

GIAFSALGLGWTVLMQILIRF SQ SERSTPAPVAPTNNKNKGESSGKPEK 
GIALSAFGI/3IITIjCMQILIRSSQSERSTPAKVAPAKPKDNHQSGPSSQT 

401 



QQ 

EVEEKQK 
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Figur 15: Vergleich von SEQ ID NO: 35 mit Swiss-Prot Datenbank 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 
SEQ ID NO: 



35 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



50 
.MGP 
.MGP 
.MGL 
.MGR 
.MGL 



51 

FGSFWQWVTLLLGLLLPF . 
PGSPWQWVPLLLGLLLPP . 
FGSPWQWVLLLLELLLPT . 
TGAGFALLTLLLLLPQP 
HLRPYRVGLLPDGLLFLL . 



100 

. AAPFWLLNVLFPPHTTPK 
. AAPFWLLNVLFPPHTTPK 
•AAPFWLLNVLFPPHTTPK 
- ASQFWLFNVLFPPTSTPE 
. LLLMLLADPALP 



101 



150 



13 U 

AELSNHTRFVILVPGCLGNQLEAKLDKPDVVN. WMCYRKTEDFFTIWLDL 
AELSNHTRFVTLVPGCLGNQLEAKLDKPDVVN . WMCYRKTEDFFTIWLDL 
AELSNHTRPVTLVPGCLGNQLEAKLDKPDVVN . WMCYRKTEDFFTIWLDL 
APPTNSTPPVVLVPGCLGNQLEAKLDKPDVVN . WMCYRKTEDYFTIWLNL 
. - . AGRHPPWLVPGDLGNQLEAKLDKPTWH . YLCSKKTESYFTIWLNL 




151 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



200 



NMFLPLGVDCWIDNTRVVYNRS SGLVSNAPGVQ IRVPGFGKTYSVE YLDS 



NMFLPLGVDCWIDNTRVTYNHSSGRVSNAPGVQIRVPGFGK^ 
NTFLPVGVDCWIDNTRVVYNRTSRKMSNAPC^IRVPGFGKW 
ELLLPVIIDCWIDNIRLVYNKTSRATQFPDGVDVRVPGFGKTFSLEFLDP 



201 

250 

SK. . LAG YLHTLVQNLVIWGYVRDETVRAAPYDWRLE PGQQE EYY 

SK. . IAGYLHTLVQI^VNNG YVRDETVRAAPYDWRL . . . ..EYY 

SK. -IAGYMHTLVQNLVNNGYVRDETVR^ EYY 

SK. . LAG YIJH'LVQNIiVlSING YVRDQTVRAAP YDWRVGPQEQ P EYF 

SKSSVGSYFHWESLVGWGYTRGEDVRGAPYDWRRAPNENG PYF 
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P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 

P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 

P04180 
Q08758 
Q9M204 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 

P04180 
Q08758 
Q9M204 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 

P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 



P04180 
Q08758 
Q9MZ04 
Q9DDJ6 
Q9Y2B3 
SEQ ID NO: 
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251 

300 

RKLAGLVEEMHAAYG . KPVFLIGHSLGCLHLLYFLLRQPQAWKDRFIDGF 
HKLAGLVEEMHAAYG . KPVFLIGHSLGCLHLLYFLLRQPQAWKDRFIDGF 
RDLARLVEEMHATYG . KPVFLIGHSLGCLHLLHFLLHQPQ SWKDRF I DGF 
QNLKALIEEMHDBYQ . QRVFLIAHSMGNLNVLYFLLQQRQAWKDQYIGGF 
LALREMIEEMYQLYG . GPVVLVAHSMGNMYTLYFLQRQPQAWKDKYIRAF 



301 



350 



ISLGAPWGGSVKPLRVLASGDNQGIPIiMSNIKLREEQRMTTTS PWMFPTS 
VSIiGAPWGGVAKTLRVIASGDNNRIPVlGPLKIREQQRSAVSTSWIiLPW 



351 



400 



MAWPEDHVF I STPSFNYTGRDFQRFF ADLHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 

LAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 

EVWPEDHVFISTPSFNYTIRDYQRFFVDVHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 

LAWPEDHIFISTPSYNYTYRDYKQFFTDVNLEDGWYMWED -MKDLLKGLP 

YTWSPEKVFVQTPTINYTLRDYRKFFQDIGFEDGWLMRQD . TEGLVEATM 
RCFR — 



401 

450 

APGVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDHGFPYTDPVGVLYEDGDDTVATRST . E 
APGVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDfiGFPYTDPVDVLYEDGDDTVATRST \ E 
APGVEVYCLYGVGLPTPSTYIYDHDFPYTDPLDVLYEDGDNTVATRSM " E 
PPGVDTYCLYGTGYPTVETYIYDEHFPYEDPVDMIYGDGDDTVNRRSS . E 
PPGVQLHCLYGTGVPTFDSFYYES . FPDRDPK . ICFGDGDGTVNLKSA . L 
PPQVPVTLIHGYGVPTAETLSYEK . KGFDNHPEITEGDGDGTVNVCSLTA 
451 

500 

LCGLWQGRQPQPVHLLPLHGIQHLNMVFSNLTLEHINAILLGAYRQGPPA 




LCKRWRNQQKQKVHIQELRG IDHLNMVFSNLTL S S INEILLGSSQVGAGT 
QCQAWQSRQEHQVLLQELPGSEHIEMLANATTLAYLKRVLLGP . 



501 524 

SPTASPEPPPPE 

SLTASPEPPPPE 

PPAASPRPLTPE 

KEHGELGQMGALKSSLEAGRRGKN 

35 FH.. . . 
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Figur 1 6: Vergleich von SEQ ID NO: 23 mit Swiss-Prot Datenbank 
i 

P10349 50 

Q9PEP9 MFILSSSSSTLPSAPPFSSTTSIFLSPSRVSLPPSSSSLK ' ', ' 

Q39639 • ^^SAVSSSSSSSSSVPSSLPPPSLSPSISLSFSKVSLPPSSSSSSSSL 

Q9FEQ ° ^^SSSSSLPSPLSLSSSRVSLPPPSSSSLN. . 

Q9M4V1 MLVPSALPRVSRSVSAARFSVSGVGSSPALSSRS 
SEQ ID NO* 23 ■ 

* • • * ; MPSLFRAKRNGRRTPGNAVTO . . . 

51 

100 

P10349 . 

MAELIQDKESAQSAATAAAAS 

Q9FEP9 . . LLPLSLQFGPPKLAS . 



Q39639 KLFLPLSIJIPTPPKLSSPHSPIiRPSASRAMAEIilQDKESi^OTPSTTDVTR 
Q9FEQ0 . . LLPLSPHFQPPNIAC . . . SC SVASRSTAELLHDFKHSAHTAASADEAR 

Q9M4V1 



ID N ° : 23 FGKSEPH R. .BIS. . . GSTRATTQVAEATTAGLRE 

1.01 

P10349 SGyERRlQEPAHSRKFIiDVRSEEKLLSCIKKETEaGKLPPlJV3iAGMEELYQ 
Q9PEP9 SGYEPJOIEPAHSRKFIjDVRSEEKLIjSCIKKETEAGKLPPNVAAGMEELYQ 
Q39639 n. 



Q9FEQ ° N HLPHSRAFLDVRSEQELIiSYIRREAEAGKLPSNVAAGMEEIiYQ 

Q9M4V1 SDTGAEEEVGHSRSFLR&RSEEELLSYIRKEVETQRLSSDIANGI^ELYY 
SEQ ID NO: 23 TIEDRAIIIXSHSHSFEGIQSEEELMQVIEKEVESGRIiPKRAGAGMVELYR 

151 

200 

P10349 



Q9FEP9 NYRNAVIESGNPKADEXVLSNMTVALDRILLDVEDPFVFSSHHKAIREPF 
Q39 " 9 NYKNAVFESGNPKADEIVLSNMT^^RiLLr^p^spH^^^ 

Q9FEQ0 NYKNAVLKSGNPKADEIVLSOTITVALDRILLDVEEPFVFSPHHKAVREPF 
Q9M4V1 NYRMAVI^SGDPRANKIILSNMAVAFDRILIjDVEDPFTFSPHHQAIREPF 
SEQ ID NO: 23 NYRDAWSSGVENAMDIVVKVMSTVljDRIIiQFEEPFTFGSHHKRMVEPY 

201 

250 

P10349 DYYIFGQNYIRPLIDFGNSFVGNLSLFKDIEEKLQQGHNWLISNHQTEA 

Q9FEP9 DYYIFGQNYIRPLlDFGNSFVGNliSLFKDIEEKLQQGHNVVLISNHQTEft. 
Q39639 ' "* 



Q9FEQ0 

Q9M4V1 DYYMFGQNYIRPLIDFRRSYIGNISIFSDMEEKLQQGHNXVLMSNHQTEA 
SEQ ID NO: 23 



BASF 
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P10349 



Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 
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251 

300 

DPAIISLLLEK^YIAENTIFVAGDRVI^PLCKPFSIGRNLICVYSKK 
Q9FEP9 DPAIISI^EKTNPYXAENTIFVAGDRVI^PLCKPFSIGRNLICVYSKK 
DPAIISt^EKTNPYIAE^WAGDRV^ 

DPAIISI^EKTSPYIAEC^WAGBRVIVDPLCKPFSIGI^ICVYSKK 
DPAIIAI^ERTNSHIAETMVFVAGDRVLTDPLCKPFS^ 
SEQ ID NO: 23 DPAVMALLLEHSHPYLAENLTYVAGDRVVL 

301 

350 

P10349 HMFDIPELTETKRKANTRSLKEMALLLRGGSQLIWIAPSGGRDRPDPSTG 

Q9FEP9 HMFDIPELTETKRKANTRSLKEMAIiLRGGSQLIWlAPSGGRDRPDPSTG 

Q39639 HMLDIPELAETKRKANTRSLKEMALJ^LRGGSQIjIWIAPSGGRDRPDPSTC 
Q9FEQ0 

Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



HIHDVPDLAEMKIKANAKTLRQMTILLRQQGQYYG 

351 

400 

P10349 EWYPAPFDASSVDNMRRLIQHSDVPGHLFPLALLCH^ 
Q9FEP9 EWYPAPFDASSVDNMRRLIQHSDVPGHLFPLALLCHDIMPPPSQVEIEIG 
Q39639 - • EWYPAPFDAS SVDNMRRIjLQHSGAPGHL YPLALIrC YDIMPPP SQVE IEIG 

Q9FEQ0 - * EWLPAPFDASSMDNMRRLIQHSGVPGHLCPI^^ 

Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 

* 401 
EKR 1 

Q9FEP9 ekrviafngaglsvape: 



450 

P10349 



Q39639 EKRVISFNGTGLSVGPEISFDEIAASRDNPDEVREAYSKALYD^ 

Q9FEQ0 EKRVISFNGVGLSLAPAISFEAIAATHRNPDEAREAYSKALFDSVSMQYN 
Q9M4V1 

SEQ ID NQ: 23 



45 1 476 
VLKTAISGKQGLGASTADVSLSQPW . 
VLKTAISGKQGLGASTADVSLSQPW . 
VLKAAIDGKQELEASVADVSLSQPWI 
Q9FEQ0 VLKAAIYGRQALRASTADVSLSQPWI 
Q9M4V1 VLKSAIHEHRGLNASNSIISLSQPWQ 
SEQ ID NO: 23 . . . 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
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Figur 17: Vergleich von SEQ ID NO: 27mit Swiss-Prot Datenbank 

i 

50 

SEQ ID NO: 27 



Q9XFW4 .MAMAAAVIVPMILFFISGLVVNLLQAVCYVLVR^^ 
Q40119 MAIPAAAFIVPISIiliFFMSGLWNF IQAVFYVLVRPISKDTYRRINTLVA 



Q9SDN3 
Q41745 
Q9SYC8 



MAI PLVLWLPLGIiLFLL SGLIVNAIQAVLFVTIRPF SKS FYRRINRFLA 



ID NO: 27 
Q9XFW4 



51 

100 



IDWLV 

ETLWIiELVWIVDWWAGVK 1QVFADDETFNRMGKEHALVVCNHRSDI DWLV 



040119 EIJIjWLELVWVIDWWAGVKVQLYTDTESFR^ 




Q9SDN3 
Q41745 
Q9SYC8 



IDWLI 

MGKEHALVISNHRSDIDWLV 

EI^LWLQLVWVVDWWAGVKVQIiHA j SNHRSDIDWL I 

IDWLI 



101 

_„ 150 
SEQ ID NO: 27 OTIIAQRIXSCIX^TRAVMKKSTKFLPVIGWSM^ 
Q9XFW4 



Q40119 

Q9SDN3 GWVIAQRSGCLGSSIAV^SSKFLPVIC^SMWFSEYLFLER^ 

Q41745 GWIIaAQRSGCLGSTIAVMKKSSKFIiPVIGWSMWFAEYLF^ 
Q9SYC8 



151 

200 

SEQ ID NO: 27 LKNGYSSLKGFPRTLWVALFVEGTI^TKAKIiEAAQKFAADTGLRVPRHVL 

Q9XFW4 LQSQLQRLlTOFPRPFWr^FVEG^TEAKLKAAQEYAASSELPVPRNVL 
Q40119 




Q9SDN3 LKSGVQRLKDFPQPFWI^FVEGTRFTQAKI^AAQEYAAAtglpvprnvl 

041745 LKWGLQPiKDFPRPFWLALFVEGTRFTPAKLLAAQEYAASQGLPAPRNVL 
Q9SYC8 



20X 

250 

SEQ ID NO: 27 VPRTKGFVSAVENIJlEFVP\AnfDMTVAISKELPNPTMIRIFRGQPSVVHV' 
Q9XFW4 IPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDMTVAIPKTSPPPTMLRLPKGQPSVVHV 
Q40119 IPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDLTVAIPKTTEQPTMLRLFRGKSSWHV 
Q9SDN3 IPRTKGFVTAVSQMRSFAPAIYDVTVAIPKSSPAPTMLRLFEGRPSWHV 
U4174S IPRTKGFVSAVSIMRDFVPAIYDTTVIVPKDSPQPTMLRILKGQSSVIHV 



Q9SYC8 IPRTKGFVSAVSEIRSFVPAIYDCTLTVHNNQPTPTLLRMF; 



SGQSSEINL 
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300 

SEQ ID NO: 27 HVRRVPMSDLPEGANAISKWCHDAFHIKDDRLEQHEKENTFGEDLYIPIE 
Q9XFW4 HIKCHSMKDLE 
Q40119 

Q9SDN3 HIKRHVMRDLPETDEAVAQWCKDIFVAKDALI^KHTVEQTFGDQQLKVTG 
041745 RMKRHAMSEMPKSDEDVSKWCKDIFVAKDAIiDKHLiATGTFD . EEIRPIG 

C9SYC8 QMRRHKMSELPETDDGXAQWCQDLPITKDAQLEKYFTKDVFSDLEVHQIN 

350 

SEQ ID NO: 27 RPLKPLUVISWAITLLAAAWWFLRR. .VLSTWKGIAWVAGVLVWMLCV 
Q9XFW4 RPIKSIAVWSWACLLTl^^FIJiWSNLFSSWKGIALSAFGLGIITLCM 
R*^SLVVWSWMCLI£IXH.VKF^ 

RPIJCSIiVVTAWACLLIIXS^FLYWSSIiSSWKGIAPSiUCLGVVT^ 
Q41745 RPWSLLVTLFWSCI^LFGAIEFFKWTQLLSTWRGVAFTAAGMALVTGVM 
Q9 SVC 8 RPIKPLrWXIWLGFLVFGGFKLLQWLSIVASWKIILLFVFFLVIATITM 

351 391 

SEQ ID NO: 27 QILVMSSQSERSSDPAAKKANQKQAASVAHLGKTD 

Q9XFW4 



Q40119 
Q9SDN3 



Q40119 HILIRSSQSEHSTPAKTRARQTAENPK. 
Q9SDN3 



Q41745 HVFIMFSQAERSSSARAARNRVKKE. . 

Q9SYC8 QUilQSSESQRSTPAECRPLQEQLISA. 
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Figur 1 8: Vergleich von SEQ ID NO: 8 mit Swiss-Prot Datenbank 
1 

SEQ ID NO: 8 MESTADVGMSDDDPILLNGLETPLLAEFPLGERPTIGPEAPVNPFHEPDG 
P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9PF57 



.l^REDIRTLSNEYEVTDXPRRGGLSWRRGTRRRTLHSGQHHE 



51 100 
SEQ ID NO: 8 GWKTNNEWNYFQMMKS IXJliI PLLLVRLVSMITIVAFGYVWIRICL IGVTD 



P42322 
Q9NKW7 




Q9XFJ4 WAIKTLR . ^GPPPAPEKKSLNKSRVPQAALISETLLTNELLVMIK 



035259 
Q9FF57 



IVE 

METIMDDEVTKRTSAEELESWNLLSRTNYN . 



P42322 
Q9NKW7 
Q9XFJ4 
035259 



101 ISO 

ID NO: 8 PLFKPPNPCimi^WGII^VAI^VMFTMGYYYIPIKGKPAHRSE^irVS 



WSPHPNVrHLYDVCEDPSGVHLILELCSGGELFDRIAGQARYNEEGAAA 
. FQYISLPiTILWGIXSVLXRYCFLLPI^IAIJ^TGIGLLWGTTMVGY 




Q9PP57 LG . OTKTNHRRSETGDVSYEQRDLLDISPTLTEAAGAXVDFHCFKTCRCF 

200 

SEQ ID NO: 8 imiGFI^PIFVFYRHLPAIVSAKEWEMPIIGLFLQALQIIPVDRTDAOS 
P42322 . . 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 



JSIED 

03 52 5 9 LPNGRFKEFLSKHVHLMCYR 

Q9FF57 TLAFGWIIFLSLFIPVNALLK 

250 

SEQ ID NO: 8 RHHAAGNVRRRAVDNMWSHVMLFPQGTTTNGRAIIAFKTGAFSPGLPVQP 
P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 F^WGLFGSIDYVSPEALSREKITTKSDIWSI^ILYII^SGYPPFIA 
035259 ; 

Q9FF57 

GQDRLRKKIER 
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251 

SEQ ID NO: 8 WXRYPHKYVOTSWCD^ 
P42322 . 



300 



Q9NKW7 
Q9XFJ4 
035259 
Q9FF57 



EI 



ICVR . ALTAIITYHN • . 
VLVEMICSFFVASWTG . 



301 



SEQ ID NO: 

F42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



350 



8 KYPHEFASRVRSEMAKALGIVCTEHSFLD . . . IKLALAAEKLKQPSGRSL 
MGTNTSSLRP 



351 



iRT 

. .RKNRPRN GG 

WKYHGPRPSIRP. . .KQ 

400 



8 VEFARMEKLFRLDFPTAKEYLEKFSAMDRTHSGF . . VTFEELCTALDLP . 
EEVEEMQKGTNFTQKE IKKL YKRFKKLDKDGNGT . . ISKDEFLMIPELA. 
ENSLPMELCSNFDPDEIKRLGKRFRKLDLDNSGS . . LSVDEFMTLPELQ . 



ICVANHTSRIDVI IPASDGYYAMVGQVHGGLMGVIQRAMVKACPHVWFE . 
VYVANHTSMIDF ^/LEQMTAFAVXMQKHPGWVGLLQSTILESVGCIWFN . 



401 



SEQ ID NO: 8 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 . 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



450 



VNPLVKKVISIFDENGDGSVNFKEFIAALSVFNAQGDKQRKIiEFAFKVYD 
QNPLVQRVTDIFDTDGNGEVDFKEFIEGVSQFSVKGDKLSKLRFAFKIYD 
LVPLAPRIFDLFDNNRDGTVDMREI IGGFSSLKYSQGD . DALRLC FQVYD 

RSEVKDRHLVAKRLTEHVQDKSKIiPILIFPEGTCINNT. SVMMFKKGSFE 
RSEAKDREIVAKKLRDHVQGADSNPLLIFPEGTCVNNN. YTVMFKKGAFE 

451 

500 

VNGDGTLSRDEVERSLLDIFPELPPI TVFKLFDTLD INHDEKI S 

IDGDGYISNGELFTVLKMMVGNNLSD . VQLQQIVDKTILEADEDGDGKIS 
MDKDGfYI SNGELFQVLKMMVGNNLKD . TQLQQIVDKTIIHADADGDGKIS 
TDRSGC I SKEEVESMLRALPEDC LP INITE PGKLDE I FDLMDANSDGKVT 

IGATVYPVAIKYDPQFGDAFWNSSKYG MVTYLLRMMTSWAXVC SV 

LDCTVCPIAIKYNKIFVDAFWNSRKQS FTMHLLQLMTSWAWC EV 
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SEQ ID NO: 8 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 8 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 
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501 550 

WEEFSSFLQRNPEYLAIIIYAHPTIiIiKPPTSTS 

FEEFAKTLSHQDLENKMTIRL 

FEEFCAWGNMDVHKKMVVBV 

FDEFKAAMQRDSSLQDWLSSLRPN 

WYIiPPMTREKDEDAVQFANRVK SAIARQEDW 

WYLEPQTIRPGETGIEFAERVRDMI SLRAGLKKVPWDGYLKYSRPSPKHS 

551 568 



ERKQQ SFAES ILARLEEK 
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Figur 19: Vergleich von SEQ ID NO: 10 mft Swiss-Prot Datenbank 
i 

Q242i4 ' 50 



P28470 

0^259 10 ™ BKnM ^^ 

METIMDDEVTKRTSAEEL 

Q9XFJ4 



Q24214 51 100 

P28470 

SEQ ID NO: 10 "SIPQVIKTIIiVPL^^ 

035259 E SWNLLSRTNYNFQ YI SLRLTILWGLGVLIRYCFLLP 
Q9XFJ4 



101 

Q24214 150 

P28470 • • • • - 

SEQ ID NO: 10 



035259 LRIALAFTGIGLLWG 

Q9XFJ4 

151 



Q24214 
P28470 

SEQ ID NO: 10 

035259 

Q9XFCT4 



200 



. YLPNGRFKEFLSKH . 



201 

Q24214 
P28470 

SEQ ID NO: 10 
035259 
Q9XFJ4 



250 



. VHLMCYK. 



300 



251 

Q24214 

P28470 *• 

SEQ ID NO:' 10 KYVNPCWC^QGGPL^ 

035259 Tmm 

„_ XUVR ALTAI ITYHNRK 

Q9XF0T4 Q^LNGQFSFDEKTWKNISSSAKQLISSLLKVDPNMRPTAQEILEHPWVT 
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301 350 

024214 MGNETSLPME 

P2847 ° GNEASYHSE 

SEQ ID NO: 10 NRVRTEMAKALGVVCTEHNF . . . LDIKLKMAAEKLKQPSGRSLVEFARME 

' 035259 NRPR N GGICVANHT 

Q9XFJ 4 GDIJ^QEQl^AEIVSRLQSFNARI^R^^ 

351 400 
Q24214 MCSNFDADEIRRLGKRFRKLDLD . . NSGALSVDEFMSLPELQ . QNPLVQR 

P2 8 47 0 MGTHFDHDEIKRLGRSFKKMDLD . . KSGSLSVDEFMSLPELQ . QNPLVGR 

SEQ ID NO: 10 KLFRLDYSKAQEYLEKFSAMDPS . . HSGYVTYDEFLKALHLP . PTQITEQ 
035259 SRIDVIIFASDGYYAMVGQVHGG . . LMGVI QRAMVKAC PHVW . FERSEVK 

Q9XFJ4 





401 450 
Q24214 VTDIFDADGNGEVDFKEFIQGVSQFS . VKGDKLSKLRFAFRIYDMDNDGY 

P2 8470 VIDIFDTDGNGEVDFREFIVGTSQFS • VKGDEEQKLRFAFRIYDMDNDGF 

SEQ ID NO: 10 VFNLFDKNGHGSINFREFVAGLAFLS . THTS FQTTMKAAFKACDVDGDGT 
035259 DRHLVAKRLTEHVQDKSKLPILIFPEGTCINNTSVmFKKGSFEIGATTO 
Q9XFJ4 IFDLFDNNRDGTVDMREIIGGFSSLK . . YSQGDDALRLCFQVYDTORSGC 

451 500 
Q24214 ISNGELFQVLKMMVGNNLKD TQLQQIVDKTIGFADKDEDGKISFDEFCS 

P2 84 7 0 ISNGELFQVLKMMVGNNLKD . WQLQQLVDKS ILVLDKDGDGRISFEEFRD 

SEQ ID NO: 10 LTRNEVESSLMAVFP ELPPATVLKLFDTLDLNRDGS INWEEFSS 

035259 FVAIKYDPQFGDAFWN SSKYGMVTYLLRMMTSWAIVCS 

Q9XFJ 4 ISKEEVESMLRALPEDCLPINITEPGKLDEIFDLMDANSDGKVTFDEFKA 

501 532 

Q24214 WGNTDIHKKMWDV 

P2 84 7 0 WRTMEIHKKLWFVDHGQED 

SEQ ID NO: 10 FLQRNPEYLAI ILAAHPTLLQAPKSEESETNI 
03 5 2 5 9 VWYLPPMTREKDEDAVQFANRVKSAIARQEDW 
Q9XFJ4 AMQRDSSLQDWLS SLRPN 
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Figur 20: Vergleich von SEQ ID NO: 12 mit Swiss-Prot Datenbank 

1 50 

Q9XFW4 -MZ*®^™ 

Q9SDN3 

Q40119 MAI PAAAF IVP I SliLF FMSGL WNF IQAVFYVLVRP I SKDT YRRINTIiVA 

041745 MAJPLVIAATLPLGI^F^ 

Q9SYC8 MK I PAALVP I P VGVLFL I SGL IVNI IQLVF F I IVRPF SRSL YRR INKNVA 

SEQ ID NO: 12 MIMM " 

51 100 
Q9XFW4 ETLWLELVWIVDWWAGVK IQWADDETFNRMGKEHALWCNHRSDIDWIiV 

Q9SDN3 MGKEHALVTSNHRSD IDWLV 

040119 ELLV^ELVWVIDWWAGVKVQLYTOT 

041745 EI^WLQLVWVVDWWAGVKVQIJIADEETYRSMGKE 

Q9SYC8 ELLX^QLIWLFDWWACIKINLYVDAETLELIGKEHAIiVLSNHRro 
SEQ ID NO: 12 



101 150 

Q9XFW4 GWIIAQRSGCI^SAIAVMKKSSKFLPVIGWSMWFSE 

Q9SDN3 GWVLAQRSGCLG S SI^VMKKS SKFLPVIGWSMWFSE YLFLERSWAKDEGT 

040119 GWVLAQRCGCLSSSIAVMKKSSKFLPVIGWSMWFSEYLFLERN^ 

Q41745 GWIIAQRSGCMSTLAVMKKSSKFLPVIGWSMWFAE^ 

Q9SYC8 GWVMAQRVGCLGSSIiAIMKKEAKYLPIIGWSMWFSDYIFIjERSWAKDEOT 

SEQ ID NO: 12 C^IAQIOiGCLGGTRAVMKKSTKFLPV^ 

Q9XFW4 I^SGLQRI^FPRPFWIJ^FTOGTRFTEAKLKAAQEYAASSELPW 

Q9SDN3 LKSG^QRLKDFPQPFWLAI/FVEGTRFTQAKLLAAQEYAAATGLPTO 

Q4 0119 LKSGLQRLNDFPKPFWLAI»FVEGTRFTKAKLIiAAQEYAASAG 

Q41745 LKWGLQRLKDFPRPFWLAIiFVEGTRFTPAKLIxAA 

Q9SYC8 LKAGFKRLEDFPMTFWLAIiFVEGTRFTQEKLEAAQEYASIR 

SEQ ID NO: 12 LKNGYSSLKGFPRTLWALFVEGTRFTK^ 

201 250 

Q9XFW4 IPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDMWAIPKTSPPPTMLRLFKGQPSWHV 

Q9SDN3 IPR ^GFVTAVSQmSFAPAIYDVWAIPKSSPAPTMI^ 

040119 I PRTKGFVS AVSNMRSFVP AI YDLTVAI PKTTEQ PTMLRLFRGKS SWHV 

0417 45 IPRTKGFVSAVSIMRDFVPAIYDTTVIVPKDSPQPTMLRILKGQSSVIHV 

Q9SYC8 IPR TC0JFVSAVSEIRSFVPAIY^^ 

SEQ ID NO: 12 VPRTKGFVSAVEHLREFVPV\rTOMWA 
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251 300 
HIKCHSMKDLPEPEDEIAQWCRDQFVAKDALIJ3KHIAADTFPGQKEQNIG 

HIKRHVMRDLPETDEAVAQWCKDIFVAKDALLDKHTVEQTFGDQ 
HLKRHLMKDLPKTDDGVAQWCKDQF I SKDAIjIjDKHVAKDTFSGIiEVQDIG 
RMKRHAMSEtlPKSDEDVSKWCKDIFVAKDAIjIiDKHIATGTF . EEIRPIG 
QMRRHKMSELPETDDGIAQWCQDLFITKDAQLEKYFTKDVFSDLEVHQIN 



SEQ ID NO: 12 YVTOVPMSDLPEGANAISKWCHDAFHIKDDRIiEQHEKENTFGEDLYIPIE 



Q9XFW4 
Q9SDN3 
Q40119 
Q41745 
Q9SYC8 



301 • 350 
EPIKSIAVWSWACLLT^AMKFI^^ 

RPLKSLLWTAWACLL ILGALKFIiYWS S1SLS SWKGIAF SALGLGVVTVLM 
RPMK SLWWSWMCLLCLGLVKFLQWS ALLS SVJKGMmTTFVIjGIVTVLM 
RPVKSIiLVTLFWSCLLLFGAIEFFKWTQLLSTWRGVAFTAAGMADV^ 
RPIKPLIWIIWI^FLWGGFKLLQWLSr^SWKIILLFVFFLVXATI^ 




SEQ ID NO: 12 RPLKPLI IVXSWAITLIiAAAWWFLRR . . VLSTWKGIAWVAGVLVVVMLCV 



351 391 

Q9XFW4 QILIRSSQSERSTPAKVAPAKPKDNHQSGPSSQTEVEEKQK 

Q9SDN3 QILIRFSQSERSTPAPVAPTNNKNKGESSGKPEKQQ 

Q4 0 119 HILIRSSQSEHSTPAKTRARQTAENPK 

Q41745 HVFIMFSQAERSSSARAARNRVKKE 

Q9SYC8 QILIQSSESQRSTPAKRPLQEQLISA 

SEQ ID NO: 12 Q3XVMSSQSERSSDPAAKKANQKQAASVAHLGKTD 
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